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Résumé 
Ce travail est axé sur l’amélioration des propriétés de biospécificité de sondes polymères 
fluorescentes, d’architectures contrôlées synthétisées par polymérisation RAFT, pour deux applications 
principales : le ciblage de tumeurs cancéreuses in vivo et le marquage de protéines pour des études in 
cellulo.  
Pour une imagerie ciblée de l’angiogénèse tumorale in vivo, des systèmes de ciblage multivalents 
à deux niveaux ont été élaborés en combinant à la fois i) des polymères bien contrôlés synthétisés par 
polymérisation RAFT et par le procédé PISA, ii) des clusters peptidiques tétravalents présentant une forte 
affinité pour les intégrines αvβ3 et iii) des fluorophores émettant dans le rouge lointain/proche-
infrarouge pour un suivi in vitro et in vivo par microscopie optique. Deux types de sondes ont été 
synthétisés, des conjugués linéaires et des nanoparticules chevelues. La présentation multivalente du 
cluster peptidique permet d’augmenter considérablement l’affinité pour les intégrines αvβ3. Les 
premières évaluations biologiques indiquent une internalisation cellulaire des sondes polymères médiée 
par les clusters peptidiques ainsi qu’un marquage sélectif des cellules sur-exprimant les intégrines αVβ3. 
Pour le marquage de protéines, deux stratégies ont été explorées : le marquage de protéines 
natives par couplage covalent de sondes ω-fonctionnelles et le marquage de protéines recombinantes 
par des sondes porteuses d’un ligand spécifique. Pour la première stratégie, une fonction ester activé a 
été introduite en extrémité ω de sondes polymères par chimie thiol-ène pour marquer les résidus lysines 
des protéines natives. Cette approche a abouti à un poly-marquage difficile à contrôler mais offrant une 
brillance élevée. Pour la seconde stratégie, un groupement acide nitrilotriacétique (NTA) a été introduit 
en extrémité α des sondes polymères afin de marquer spécifiquement les protéines taguées Histidines. 
Cette approche a permis un marquage efficace de différentes protéines et permet de contrôler 
précisément le nombre de sondes par protéine ainsi que leur site de fixation sur la protéine.  
Finalement, suite à ces travaux, une nouvelle stratégie de synthèse de polymères séquencés par 
addition successive de monomères hétéro-bifonctionnels en utilisant des réactions chimiques très 
efficaces, sélectives et orthogonales a été proposée et validée. 
Summary 
This work is focused on improving the biospecificity properties of fluorescent polymer probes, 
with controlled architectures, for two main applications: the in vivo targeting of cancer tumors and the 
labeling of proteins for in cellulo studies. 
For a targeted imaging of tumor angiogenesis in vivo, targeting systems presenting two levels of 
multivalency were developed by combining both i) well-controlled polymers synthesized by RAFT 
polymerization and the PISA process, ii) peptide tetravalent clusters exhibiting a high affinity for the αvβ3 
integrins and iii) fluorophores emitting in the far red / near-infrared for a monitoring in vitro and in vivo 
by optical microscopy. Two types of probes were synthesized, linear conjugates and hairy nanoparticles. 
Multivalent presentation of the peptide cluster induced a significant increase of the affinity for αvβ3 
integrins. The first biological evaluations also indicated an efficient cellular internalization of polymer 
probes mediated by the peptide clusters and a selective labeling of cells over-expressing αvβ3 integrins. 
For protein labeling, two strategies were explored: the labeling of native proteins by covalent 
coupling of ω-functional polymer probes and the labeling of recombinant proteins by probes bearing a 
specific ligand at one chain-end. For the first strategy, an activated ester function was introduced at the 
ω-end of polymer probes by thiol-ene chemistry to label the lysine residues of native proteins. This 
approach resulted in a poly-labeling, difficult to control but providing highly bright bioconjugates. For the 
second strategy, a nitrilotriacetic acid group (NTA) was introduced at the α-end of polymers probes to 
specifically label Histidine tagged proteins. This approach enabled an efficient labeling of different 
proteins with a more precise control of the number of probes per protein and of the binding site. 
Finally, following this work, a new synthetic strategy of sequenced polymers by successive 
addition of hetero-bifunctional monomers using highly efficient, selective and orthogonal chemical 
reactions was proposed and validated. 
Mots clés : Ciblage / Bio-spécificité / Angiogénèse tumorale / Intégrines / Protéines / Imagerie de 
fluorescence / Polymérisation radicalaire contrôlée / Procédé RAFT / Auto-assemblage induit par 
polymérisation / Nanoparticules chevelues / Agent de transfert de chaîne / Polymères α-fonctionnels / 
Polymères ω-fonctionnels / Polymères séquencés. 
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Introduction générale 
La bio-imagerie de fluorescence est un outil très performant largement utilisé en recherche 
fondamentale pour l’étude des mécanismes moléculaires et cellulaires et tend de plus en plus à 
élargir son application vers le domaine clinique. L’évolution constante des sources lumineuses, des 
capteurs et des sondes fluorescentes permettent maintenant d’explorer à l’échelle de la cellule 
unique ou de l’animal entier des phénomènes avec une haute résolution spatiotemporelle. Il s’agit 
d’une technique dont la haute sensibilité de détection est un atout majeur pour le dépistage et le 
diagnostic de pathologies mais aussi pour le suivi thérapeutique. 
La qualité des observations dépend notamment du développement de sondes pouvant 
marquer spécifiquement et sélectivement des entités moléculaires d’intérêt. Dans cette optique, de 
nombreuses recherches se tournent vers des stratégies ciblées qui consistent à fonctionnaliser les 
sondes avec des ligands capables de reconnaître préférentiellement un élément spécifique de la cible 
à imager. 
Depuis plusieurs années, notre équipe utilise la polymérisation RAFT pour développer des 
sondes polymères fluorescentes. Cette polymérisation radicalaire contrôlée garantie un très bon 
contrôle de la taille, de la composition et de l’architecture des chaînes polymères, une distribution 
étroite des masses molaires, un contrôle de la fonctionnalisation des extrémités de chaînes, la 
compatibilité avec de nombreuses familles de monomères, des conditions de synthèse douces et 
l’absence de catalyseurs toxiques1. Sa versatilité est parfaitement adaptée à l’élaboration de 
dispositifs très modulables tant en termes de structure que de fonctionnalisation. Les recherches 
antérieures de l’équipe ont conduit au développement et à l’utilisation d’un copolymère statistique 
de N-acryloylmorpholine (NAM) et de N-acryloxysuccinimide (NAS) (Figure 1) particulièrement 
intéressant. Les unités NAM contribuent à l’hydrophilie du copolymère et les unités NAS porteuses 
de groupes réactifs de type ester activé confèrent des sites de fonctionnalisation. 
 
Figure 1 : Monomère N-acryloxysuccinimide (NAS) (A), monomère N-acryloylmorpholine (NAM) (B) et 
copolymère P(NAM-stat-NAS) (obtenu par polymérisation RAFT en présence de dithiobenzoate de tert-butyle 
comme agent de transfert de chaîne et d’un rapport molaire NAM/NAS = 60/40)(C). 
L’étude approfondie de la copolymérisation a mis en évidence une composition molaire 
azéotropique NAM/NAS de 60/40. Ceci permet d’obtenir des copolymères très homogènes en terme 
de composition et une répartition régulière des unités réactives NAS le long de la chaîne polymère2. 
Ce copolymère a déjà été utilisé pour différentes applications biologiques comme le développement 
de biopuces à ADN3 et plus récemment pour l’élaboration de sondes fluorescentes biocompatibles4-6. 
L’excellente solubilité du copolymère en milieu aqueux et dans de nombreux solvants organiques 
A)
B)
C) Extrémité α
Extrémité ω
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(chloroforme, DMF, dioxanne…) permet une très grande flexibilité de synthèse ainsi que l’utilisation 
de chromophores aussi bien hydrophobes qu’hydrophiles. Dans le cas des fluorophores 
hydrophobes, leur couplage sur le copolymère permet d’améliorer significativement leur solubilité 
en milieu aqueux. De plus, la présentation de multiples fluorophores le long de la chaîne polymère 
conduit à des sondes possédant une brillance améliorée par rapport au fluorophore seul4-6. Les 
travaux antérieurs ont aussi largement étudié la fonctionnalisation de l’extrémité α des chaînes 
polymères via l’élaboration d’agents de transfert de chaînes (ATC) fontionnels7, 8. Ainsi, ces sondes 
fluorescentes basées sur la polymérisation RAFT constituent un système modulable très attrayant. 
 Dans ce contexte, mes travaux de thèse ont eu pour objectifs de développer des sondes 
polymères fluorescentes ayant des propriétés de biospécificité améliorée dans le cadre de deux 
applications distinctes : i) le ciblage de tumeurs cancéreuses in vivo et ii) le marquage de protéines 
pour des études d’imagerie cellulaire. 
Ce manuscrit est divisé en quatre chapitres. Tout d’abord, une étude bibliographique 
soulignera l’importance croissante de l’imagerie de fluorescence vis-à-vis des autres techniques 
d’imagerie in vivo (Chapitre I). Ce premier chapitre sera aussi l’occasion d’aborder l’émergence des 
stratégies ciblées pour ensuite se focaliser sur l’intérêt d’utiliser l’angiogénèse tumorale dans le cas 
particulier du ciblage de tumeurs cancéreuses. 
Le Chapitre II concerne l’élaboration de sondes polymères basées sur une stratégie de 
multivalence à deux niveaux. Ces sondes combinent des polymères biocompatibles et plusieurs 
clusters de ligands peptidiques, afin de cibler efficacement les intégrines αvβ3 sur-exprimées au 
niveau de nombreuses tumeurs cancéreuses. Comme la taille et la morphologie des sondes sont des 
paramètres importants concernant la biodistribution et la pharmacocinétique après injection in vivo, 
deux différents types de sondes (marquées par des fluorophores rouge lointain/proche infrarouge) 
ont été envisagés : des conjugués linéaires et des nanoparticules chevelues sphériques.  
En ce qui concerne la deuxième partie de cette thèse, détaillée dans le Chapitre III, nos 
travaux ont consisté à fonctionnaliser les extrémités de chaînes de sondes polymères fluorescentes 
pour le marquage de protéines afin d’en étudier le comportement in cellulo. Deux stratégies ont été 
envisagées. Premièrement, l’introduction post-polymérisation d’une fonction ester activé en 
extrémité ω des sondes pour marquer les résidus lysines accessibles de protéines natives. 
Deuxièmement, la synthèse de sondes présentant un ligand spécifique en extrémité α pour le 
marquage de protéines taguées.  
 En parallèle, une nouvelle stratégie de synthèse de polymères séquencés a été développée 
(Chapitre IV). Elle repose sur l’addition successive et ordonnée de monomères hétéro-bifonctionnels 
en utilisant des réactions orthogonales et sélectives très efficaces. Cette démarche souligne 
également la possibilité de fonctionnaliser par différentes chimies l’extrémité ω de chaînes 
polymères obtenues par le procédé RAFT.    
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Chapitre I :  
Etude bibliographique : Imagerie de fluorescence in vivo et 
ciblage de l’angiogénèse tumorale 
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Ce chapitre bibliographique destiné à situer le contexte de ces travaux de thèse se compose 
de trois grandes parties. La première partie permettra de positionner l’imagerie de fluorescence vis-
à-vis des autres techniques d’imagerie in vivo, en exposant ses principaux atouts ainsi que ses limites. 
La seconde partie abordera l’émergence des stratégies ciblées pour l’élaboration des sondes 
fluorescentes. Enfin, la troisième partie est destinée à présenter l’intérêt d’utiliser l’angiogénèse 
tumorale pour le ciblage des tumeurs cancéreuses.  
I. Les techniques d’imagerie in vivo 
Le domaine de l’imagerie se compose d’un panel de techniques complémentaires, en 
perpétuelle évolution, qui repousse constamment les limites de sensibilité, de résolution et de 
spécificité. L’imagerie est ainsi devenue un outil très puissant et incontournable dans de nombreux 
domaines de la biologie et de la médecine. Elle permet de visualiser et de comprendre les 
phénomènes biologiques, les mécanismes mis en jeu et d’identifier, localiser et quantifier les 
partenaires impliqués ainsi que leurs rôles et leurs activités (cf. Chapitre III). Elle permet également 
de dépister, de diagnostiquer et de déterminer le stade d’évolution des pathologies comme le 
cancer. Dans certaines conditions, son utilisation peut être étendue au suivi du traitement de ces 
maladies en permettant d’évaluer la pharmacocinétique, la biodistribution des agents 
thérapeutiques et leur efficacité.  
Au fil du temps, les différentes techniques d’imagerie sont devenues capables de visualiser 
des processus biologiques se produisant à l’intérieur d’une cellule ou de réaliser des images corps 
entier (Figure I-1). Leur évolution incessante permet d’avoir accès à de plus en plus d’informations 
sur le corps humain avec des techniques de moins en moins invasives. De ce fait, l’imagerie occupe 
une place fondamentale dans la médecine actuelle tant pour le diagnostic que pour le suivi des 
patients. Elle comprend de nombreuses techniques, chacune avec leurs avantages et leurs 
inconvénients (Tableau I-1 et Annexe 1).  
Idéalement, une technique d’imagerie doit :  
- Etre non-invasive  
- Etre quantitative 
- Posséder une haute résolution 
- Etre sensible au niveau moléculaire 
- Disposer d’un temps d’acquisition rapide 
- Etre capable de réaliser un suivi en temps réel 
- Pouvoir effectuer des images corps entier 
- Avoir une profondeur de pénétration des tissus biologiques illimitée  
- et tout ceci en étant compréhensible, standardisée et digitale.  
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Figure I-1 : Historique des différentes techniques d’imagerie1. BLI, bioluminescence imaging; CT, computed 
tomography; DOT, diffuse optical tomography; FMT, fluorescence-mediated tomography; FPT, fluorescence 
protein tomography; FRI, fluorescence reflectance imaging; HR-FRI, high-resolution FRI; LN-MRI, lymphotropic 
nanoparticle-enhanced MRI; MPM, multiphoton microscopy; MRI, magnetic resonance imaging; MSCT, multi-
slice CT; OCT, optical coherence tomography; OFDI, optical frequency-domain imaging; PET, positronemission 
tomography. 
Aucune des techniques disponibles actuellement ne réunit l’ensemble de ces critères. 
Chaque technique est utilisée à des fins différentes en fonction du cahier des charges, de ses 
capacités, de sa sensibilité, de ses spécificités et de la condition du patient. Les différents types 
d’imagerie se distinguent par l’énergie utilisée pour obtenir l’information visuelle (rayons X, positons, 
photons ou ondes sonores), la résolution spatiale qu’ils sont capables d’atteindre (macroscopique, 
mésoscopique ou microscopique) et le type d’informations obtenues (anatomique (forme ou densité 
d’un organe), fonctionnelle (certains aspects du métabolisme de l’organe), moléculaire (distribution 
d’un traceur spécifique)). Les systèmes d’imagerie macroscopique qui apportent des informations 
anatomiques et fonctionnelles comme la tomographie assistée par ordinateur, l’imagerie à 
résonance magnétique nucléaire et l’imagerie par ultrason sont largement utilisés pour des 
applications cliniques et précliniques.  
Enfin, il existe des techniques d’imageries hybrides qui consistent à coupler deux types de 
techniques comme par exemple PET-CT, SPECT-CT, FMT-CT, FMT-MRI ou PET-MRI2-6 de manière à 
obtenir des informations anatomiques pour attribuer les informations fonctionnelles ou moléculaires 
aux organes ou tissus qui conviennent.   
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Tableau I-1 : Principales caractéristiques de techniques d’imageries in vivo1, 7. 
Techniques Signaux R. Epaisseur Tps Quant. 
Suivi 
simultané de 
plusieurs 
sondes 
Sondes communes Cibles Sensibilité* Coût 
Exemples 
de 
référence 
Tomographie 
assistée par 
ordinateur (CT) 
Rayons X 50 µm illimitée minutes Oui Non 
Barium, Iodine, Krypton, 
Xenon et dérivés, 
nanoparticules d’or 
Anatomique 10-6 ++ 8-11 
Tomographie par 
émission de 
positrons (TEP) 
Rayons 
bêta+ 
1-2 
mm 
illimitée 
Minutes à 
heures 
Oui Non 
Composés marqués par des 
radioisotopes émettant 
rayons bêta+ : 11C, 18F, 64Cu ou 
68Ga. 
Fonctionnelle, 
moléculaire 
10-15 ++++ 2, 12-15 
Tomographie par 
émission 
monophotonique 
(TEMP) 
Rayons γ 
1-2 
mm 
illimitée 
Minutes à 
heures 
Oui Non 
Composés marqués par des 
émetteurs de rayons gamma : 
99mTc, 123I, 111In ou 177Lu. 
Fonctionnelle, 
moléculaire 
10-14 +++ 16, 17 
Imagerie par 
ultrasons 
Ondes 
sonores 
50 µm cm 
Secondes à 
minutes 
Oui Non Microbulles remplies de  gaz 
Anatomique, 
fonctionnelle 
10-8 ++ 18-21 
Imagerie 
photoacoustique 
Ondes 
sonores 
50 µm cm 
Secondes à 
minutes 
Oui Non 
Sondes qui absorbent la 
lumière et créent un signal 
sonore (colorants, 
nanoparticules d’or, 
nanotiges d’or, nanotudes de 
carbone, protéines 
fluorescentes…) 
Anatomique, 
fonctionnelle 
10-12 ++ 22, 23 
Imagerie à 
résonance 
magnétique 
(IRM) 
Altérations 
dans le 
champ 
magnétique 
10-
100 
µm 
illimitée 
Minutes à 
heures 
Oui Non 
Composés paramagnétiques : 
Gd3+, particules d’oxyde de 
fer (SPIO, USPIO), oxyde de 
Manganèse, 19F, liposomes et 
polymères paramagnétiques 
et tous leurs dérivés 
Anatomique, 
fonctionnelle, 
moléculaire 
10-9-10-6 ++++ 24-27 
Optique 
Ondes 
lumineuses 
1-2 
mm 
< 1 cm 
Secondes à 
heures 
Non 
(sauf la 
FMT) 
Oui 
Molécules et nanoparticules 
fluorescentes, protéines 
fluorescentes, quantum dots 
Anatomique, 
fonctionnelle, 
moléculaire 
10-12 + à ++ 28-30 
R. : résolution ; Epaisseur correspond à la profondeur de pénétration dans les tissus biologiques ; Tps : temps d’acquisition ; Quant. : Aspect quantitatif ; *moles de sondes 
détectées. 
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II. L’imagerie optique in vivo 
Depuis quelques années, l’imagerie optique est de plus en plus utilisée, notamment grâce au 
développement de systèmes très sensibles qui permettent d’explorer les tissus plus en profondeur31-
42. Elle commence à faire ses preuves au niveau clinique notamment avec la mammographie optique, 
l’endoscopie et peut être utilisée pendant l’ablation de tumeurs pour aider le chirurgien à enlever le 
maximum de tissu malin tout en préservant les tissus sains43-47. 
II.1. Avantages des différentes techniques d’imagerie de fluorescence 
L’usage de l’imagerie de fluorescence reste encore très majoritairement cantonné dans le 
domaine de la recherche préclinique. Elle est par exemple bien adaptée à l’imagerie de tumeurs 
sous-cutanées ou de lésions superficielles telles que les inflammations engendrées par la polyarthrite 
rhumatoïde48-50. Les techniques utilisant la fluorescence (FMT) et la bioluminescence (BLI) se sont 
avérées plus sensibles pour un usage en recherche fondamentale et appliquée au petit animal.  Des 
appareils hybrides (FMT-CT, FMT-MRI) sont maintenant disponibles pour l’expérimentation animale 
et augmentent considérablement la résolution et la sensibilité de détection chez le petit animal. 
L’imagerie de fluorescence permet de réaliser le suivi spatiotemporel d’événements 
fluorescents à l’échelle de la cellule, du tissu ou de l’animal vivant. Il s’agit d’une technique de haut 
débit (temps d’acquisition rapide) qui n’utilise pas de radiations ionisantes. Elle est donc facile à 
mettre en œuvre et peu contraignante à utiliser en routine. Elle dispose également d’une excellente 
sensibilité et de sondes très variées et modulables. De plus, il est souvent possible de suivre plusieurs 
fluorophores en même temps dans le même organisme. Il existe différents appareils d’imagerie 
disponibles suivant l’objet à observer, sa taille et la résolution souhaitée (Tableau I-2). Le panel 
s’étend de l’étude microscopique de cellules à l’étude macroscopique de tissus et permet de 
visualiser des événements cellulaires et moléculaires se situant plus ou moins en profondeur dans 
des tissus. 
Tableau I-2 : Différents modes d’imagerie de fluorescence allant de l’échelle de la cellule à celle de l’animal 
entier51. 
Méthodes 
d’imagerie 
Profondeur 
maximale 
Cible Temps Utilisation chez le petit animal 
Potentiel 
clinique 
Microscopie 
confocale 
300 µm 
Physiologique, 
moléculaire 
Sec / Min 
Expression de gènes, ciblage 
d’enzymes, sensibilité élevée et 
utilisation pour la recherche 
translationnelle quantitative 
Expérimental 
Microcopie 
multiphotonique 
800 µm 
Physiologique, 
moléculaire 
Sec / Min 
Expression de gènes, suivi de 
plusieurs sondes simultanément 
Expérimental 
Fluorescence 
reflectance 
imaging 
5-7 mm 
Physiologique, 
moléculaire 
Sec / Min 
Expression de gènes activables, 
détection de fluorophores dans 
des cellules vivantes et mortes 
Oui 
Tomograghie 
optique diffuse 
15-20 mm 
Physiologique, 
moléculaire 
Sec / Oui 
Tomographie de 
fluorescence 
moléculaire 
0-15 cm 
Physiologique, 
moléculaire 
Sec 
Imagerie quantitative de 
fluorophores dans des tissus 
épais 
Oui 
Imagerie de 
bioluminescence 
2-3 cm Moléculaire Min 
Expression de gènes, suivi 
cellulaire, rapide et facile 
Expérimental 
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II.2. Limites de l’imagerie de fluorescence 
Les principales limitations des imageries de fluorescence sont liées à la faible profondeur de 
pénétration de la lumière dans les tissus, un manque d’informations anatomiques et une 
quantification plus difficile in vivo. Les tissus biologiques sont des milieux turbides et inhomogènes. 
Leur composition a une grande influence sur l’absorption, la diffusion, la réflexion et la réfraction des 
photons émis lors de l’excitation et de l’émission des fluorophores. De plus, les tissus peuvent 
également présentés une auto-fluorescence intrinsèque. 
II.2.1. L’absorption des tissus biologiques 
Les tissus sont notamment constitués d’eau, d’hémoglobine, de protéines et de mélanine qui 
absorbent la lumière dans le domaine UV-visible (Figure I-2, A). Ainsi, la gamme de longueurs d’ondes 
optimale pour l’imagerie de fluorescence en profondeur sur des tissus biologiques épais ou in vivo se 
trouve dans le rouge lointain et le proche infrarouge entre 600 et 1000 nm52, 53. Au-delà de cet 
intervalle, l’hémoglobine, l’eau et les lipides absorbent également la lumière. 
 
Figure I-2 : A) Absorption de divers tissus et composants sanguins pour des longueurs d’ondes comprises entre 
100 nm et 10 μm54. B) Trajectoire des photons d’excitation et d’émission dans un tissu biologique. La lumière 
excitatrice (à la longueur d’onde d’excitation du fluorophore F étudié) est dirigée sur la zone d’intérêt du tissu 
(1). Une partie du faisceau lumineux est réfléchie (2) à la surface du tissu et le reste pénètre (3) pour atteindre 
et excité le fluorophore. Ce dernier émet des photons dont la trajectoire peut variée : en ligne droite (4), 
sinueuse (5) ou déviée (6). Seuls les photons sortant du tissu (7) sont détectés. 
II.2.2. La diffusion des photons en milieu biologique 
Un photon est dévié de sa trajectoire quand il change de milieu. La turbidité du tissu a donc 
un impact important sur la diffusion générale des faisceaux lumineux qu’ils soient incidents ou émis 
par le fluorophore. A l’interface du tissu, des phénomènes de réflexion, de réfraction et de 
transmission se produisent et dépendent du milieu traversé par la lumière, de son organisation et de 
ses indices de réflexion et de réfraction55. De plus les trajectoires des photons diffusés dans le tissu 
sont complexes. Elles peuvent être en ligne droite mais la plupart sont sinueuses ou complètement 
déviées (Figure I-2, B). Tous ces éléments conduisent à une pénétration limitée dans le tissu et à une 
image peu résolue. 
A)
B) SourceDétecteur
F
7
6
5 4 3
2
1
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II.2.3. L’auto-fluorescence des tissus biologiques 
Le phénomène d’auto-fluorescence des tissus varie en fonction de leur nature et résulte 
principalement des formes oxydées des riboflavines, des co-enzymes flavines et du NADH réduit 
présents dans les cellules56, 57. Les lipofuscines, les céroïdes, l’élastine, le collagène et la mélanine 
peuvent aussi contribuer. Cette auto-fluorescence engendre un signal non spécifique qui diminue 
nettement le contraste. Elle est prépondérante dans le domaine UV-visible (Figure I-3). L'auto-
fluorescence de la peau, des viscères, et surtout de la vésicule biliaire, de l'intestin grêle et de l’urine 
est très importante dans le bleu/vert (460-500 nm/505-560 nm). Elle diminue dans le vert/rouge 
(525-555 nm/590-650 nm), mais les intestins restent fluorescents. Enfin, dans le proche infrarouge 
(725-775 nm/790-830 nm), l'auto-fluorescence des tissus est absente.  
 
Figure I-3 : Auto-fluorescence des tissus et fluides biologiques en fonction de la longueur d’onde58. 
Ainsi, afin de limiter au maximum les phénomènes d’absorption et d’auto-fluorescence des 
tissus biologiques, il est préférable d’utiliser des sondes excitables et émettant dans une gamme de 
longueurs d’ondes s’étendant du rouge lointain au proche infra-rouge (650-900 nm) pour des études 
sur tissus épais ou in vivo (même si la diffusion des photons reste importante et limite la résolution). 
Les avancées technologiques permettent de surmonter ces limites grâce au développement 
de sources lumineuses puissantes (lasers, LED), à l’amélioration de la sensibilité et de la résolution 
spatio-temporelle des systèmes de détection et à l’utilisation de logiciels d’acquisition et de 
traitement d’images toujours plus performants. L’évolution des sondes fluorescentes, qu’elles soient 
endogènes ou exogènes, apporte aussi une contribution importante au développement de l’imagerie 
de fluorescence. 
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II.3. Les sondes fluorescentes les plus utilisées pour l’imagerie optique  
Il existe de nombreuses sondes fluorescentes possédant des caractéristiques variées 
(Tableau I-3).  
Tableau I-3 : Principales caractéristiques des sondes fluorescentes les plus utilisées. 
Sonde Taille Propriétés optiques Fonctionnalisation Toxicité 
Molécules 
organiques 
< 1 nm 
Très large gamme spectrale 
Déplacement de Stokes faible ou large 
Fluorescence intense 
Rendement quantique élevé  
Enclin au photoblanchiment 
ε ≈ 2,5.104 à 2,5.105 M-1.cm-1, τ ≈ 1 à 10 ns 
Généralement 
facilement 
fonctionnalisable 
Dépendante de 
la nature du 
fluorophore 
Protéines de 
fusion 
fluorescentes 
environ 
4 nm 
Large gamme spectrale 
Bandes d’émission larges 
Déplacement de Stokes faible 
Fluorescence modérée 
Photoblanchiment 
ε ≈ 104 à 2.105 M-1.cm-1, τ < 6 ns 
Oligomérisation 
Exprimable 
génétiquement in-situ 
dans la zone d’intérêt 
(ex : in vivo) 
Très spécifique 
Non toxique 
 
Quantum dots 5 à 50 nm 
Large gamme spectrale 
Spectres d’absorption et d’émission de 
fluorescence dépendant de la taille du 
quantum dot 
Fluorescence très intense 
Photostabilité élevé 
Rendement quantique élevé 
ε > 105 à 106 M-1.cm-1, τ ≈ 10 à 100 ns 
Contrôle de la 
fonctionnalisation de 
surface très difficile 
 
Possible effet 
toxique 
Problèmes de 
stabilité et de 
stockage 
Polymères et 
dendrimères 
2 à 10 nm 
(voire plus 
pour les 
polymères) 
Peut transporter plusieurs fluorophores 
Possibilité d’utiliser une grande variété de 
fluorophores organiques 
Très large gamme spectrale 
Déplacement de Stokes faible ou large 
Fluorescence intense 
Rendement quantique élevé 
Modularité 
importante (taille, 
structure, charge, 
fonctionnalisation) 
Contrôle de la 
fonctionnalisation 
parfois difficile 
Dépendante de 
la nature du 
fluorophore et 
du polymère 
utilisés 
ε : coefficient d’extinction molaire au maximum d’absorption ; τ : temps de vie de fluorescence 
 En fonction de l’application envisagée, les principaux paramètres à prendre en compte pour 
le choix de la sonde fluorescente sont les suivant : 
- Les spectres d'absorption et d'émission de fluorescence. Comme expliqué précédemment, 
pour l’imagerie de fluorescence in vivo, le domaine de longueur d’onde à privilégier se situe 
dans le rouge lointain/proche infrarouge (650 à 900 nm). 
- Le coefficient d'extinction molaire (reliant la quantité de lumière absorbée à une longueur 
d'onde donnée à la concentration du fluorophore en solution). 
- Le rendement quantique de fluorescence (correspondant à l'efficacité relative du 
phénomène de fluorescence comparé aux autres voies de désexcitation (nombre de photons 
émis/nombre de photons absorbés)). 
- Le temps de vie à l'état excité (temps durant lequel la molécule reste à l'état excité avant de 
retourner à son état fondamental). 
- La nature et la taille (paramètres influençant aussi la toxicité, la biodistribution et la 
pharmacocinétique de la sonde). 
- Le contrôle de la fonctionnalisation (ex : possibilité d’introduire des ligands de ciblage). 
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
15 
 
 
II.3.1. Les protéines fluorescentes 
Les rapporteurs génétiques sont largement et principalement utilisés pour des études 
biologiques in cellulo et sont également intéressants pour des applications in vivo (étude 
d’expression de gène ou de pathologie comme le cancer)59, 60. Le type de protéines exprimées par les 
gènes rapporteurs utilisés en imagerie optiques sont le plus souvent des protéines fluorescentes (ex : 
protéines fluorescentes verte (GFP), rouge lointain ou photocommutables) mais il y a aussi des 
protéines bioluminescentes (luciferases) et d’autres protéines (ex : herpes simplex virus 1 thymidine 
kinase, récepteur à transferrine…).  
 
Figure I-4 : Structure tridimensionnelle de la GFP ; (A) vue de profil et (B) vue du dessus. (C) La formation du 
chromophore s’effectue entre les 3 acides aminés Ser65-Tyr66-Gly6761. 
La protéine la plus utilisée en imagerie est sans doute la GFP (Figure I-4) dont plusieurs 
variantes sont maintenant disponibles : la EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein), la BFP (Blue 
Fluorescent Protein), la CFP (Cyan Fluorescent Protein), la YFP (Yellow Fluorescent Protein)… Ces 
protéines ont été mutées au niveau des 3 acides aminés formant le chromophore et émettent à des 
longueurs d’ondes différentes62, 63. Toutefois les longueurs d’onde d’excitation et d’émission des 
protéines fluorescentes sont souvent dans le domaine du visible, avec les problèmes d’absorbance et 
d’auto-fluorescence des tissus que cela implique. Des recherches sont effectuées pour trouver de 
nouvelles protéines fluorescentes dans les organismes se développant en milieu extrême64, 65 ou pour 
réaliser des modifications génétiques ponctuelles66 afin d’optimiser ces protéines notamment pour 
favoriser une émission dans le rouge lointain. Une large gamme de protéines est déjà disponible67.  
La possibilité d’exprimer la sonde au sein même de la cellule, du tissu ou de l’organisme 
étudié rend les protéines fluorescentes particulièrement attrayantes68-74. Leur introduction dans des 
poissons zèbres74, 75 et des souris76 a été rapportée. Toutefois, les modifications génétiques 
d’organisme restent onéreuses et complexes, ce qui limite encore leur utilisation. De plus, une 
proportion variable des protéines ainsi exprimées n’est pas fluorescente61, ce qui peut fausser les 
résultats, notamment dans le cas d’étude où une mesure quantitative de la fluorescence est 
nécessaire.  
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II.3.2. Les sondes inorganiques : exemple des quantums dots  
Plusieurs systèmes inorganiques possèdent des propriétés optiques intéressantes comme les 
complexes de lanthanide77-80, les complexes de métaux de transition (Ru, Ir, Os, Pt, Re)81, les 
nanoclusters d’or et d’argent82-87, les nanoparticules de silicone88-92 et de carbone93-95. Toutefois, leur 
utilisation reste plus modeste que celle des quantums dots. 
Les quantums dots (QDs) sont des nanocristaux de matériaux semi-conducteurs de 1 à 10 nm 
de diamètre ayant des propriétés optiques et électroniques très particulières. Leur longueur d’onde 
d’émission est dépendante de leur taille, plus les particules sont grosses, plus elles émettent vers les 
longueurs d’onde élevées (Figure I-5). Les QDs possèdent des niveaux de brillance importants ainsi 
qu’une très bonne photostabilité. De plus, grâce à leur large gamme d’absorption, il est possible 
d’exciter simultanément plusieurs couleurs ce qui peut s’avérer très intéressant pour montrer la co-
localisation d’entités biologiques d’intérêt96, 97. Pour des pathologies comme le cancer, utiliser en 
même temps des sondes QDs qui émettent à différentes longueurs d’ondes peut permettre d’imager 
et de suivre plusieurs marqueurs biologiques de la tumeur simultanément augmentant ainsi la 
spécificité et la sensibilité pour la détection du cancer.  
 
Figure I-5 : Caractéristiques spectrales des quantums dots CdSe en fonction de leur taille (de 1 à 10 nm)98. 
Parmi les inconvénients des QDs, il existe un phénomène de « photoblinking » (transition 
aléatoire entre états fluorescent et éteint). Pour les applications biologiques, leur surface doit être 
fonctionnalisée afin d’améliorer leur stabilité et leur biocompatibilité96, 99-104. Ils sont généralement 
recouverts d’une couche inorganique plus solide que le cœur (ex : couche de sulfure de zinc (ZnS) 
pour un cœur de séléniure cadmium (CdSe)) puis d’une couche de polymère comme des 
polyéthylènes glycol (PEG) afin de permettre leur solubilisation et leur biocompatibilité. Leur taille 
peut donc rapidement atteindre de 5 à 50 nm de diamètre. Leur cytotoxicité, liée à leur cœur 
constitué de métaux lourds, est un problème très discuté105, 106, principalement pour les QDs les plus 
utilisés (basés sur le couple CdSe/ZnS). Bien que des résultats variables aient été obtenus pour 
différents systèmes de QDs et qu’un modèle général de cytotoxicité n’ait pas encore pu être établi, 
de récentes études in vivo ne semblent pas indiquer d’effets toxiques des QDs basés sur le 
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cadmium107, 108. Par ailleurs, les QDs peuvent être relativement facilement couplés à des entités 
comme des anticorps, des peptides ou des acides nucléiques mais le contrôle du nombre de ligands 
par particule reste très difficile. 
II.3.3. Les fluorophores organiques 
Les fluorophores organiques sont très variés sur une large gamme spectrale et permettent 
des applications très différentes notamment en biologie moléculaire (puces à ADN), en immunologie 
(marquages des anticorps pour la cytométrie en flux ou pour l’immunofluorescence), en bio-imagerie 
(marquage de peptides ou d’anticorps)… Certains d’entre-eux possèdent de nombreux avantages 
comme une très faible toxicité et un faible poids moléculaire (leur conjugaison à une biomolécule ne 
modifie pas (ou peu) le comportement de celle-ci). Les fluorophores organiques possèdent un ou 
plusieurs sites de greffage qui peuvent être modulés relativement facilement. Il est ainsi possible de 
choisir la longueur du bras espaceur et la nature de la fonction chimique (acide carboxylique, ester 
activé, amine primaire, thiol…) à l’extrémité de celui-ci, en fonction de l’application visée.  
Il existe de nombreuses structures fluorescentes comme les pyrènes, les naphthalènes, les 
coumarines, les rhodols, les rosamines, les fluorescéines, les rhodamines ou les cyanines. Leur 
modification par ajout de cycles aromatiques ou de substituants permet d’adapter leurs propriétés 
chimiques (ex : solubilité, stabilité, affinité) et photophysiques (ex : absorption, émission de 
fluorescence, temps de vie de fluorescence) ainsi que leur faculté de bio-conjugaison. Ainsi, des 
gammes de molécules synthétiques fluorescentes ayant des longueurs d’ondes d’absorption et 
d’émission de fluorescence allant de l’UV au proche infrarouge (NIR) (Figure I-6) sont disponibles 
commercialement, comme par exemple les fluorophores de la gamme Alexa Fluor109.  
 
Figure I-6 : Spectres d’émission des différentes molécules d’Alexa Fluor110. 
Les Cyanines111 sont les chromophores les plus utilisés pour le développement de sondes 
organiques émettant dans le domaine du rouge lointain et du NIR. Il s’agit de polyméthines basées 
sur la streptopolyméthine (Figure I-7, A). Plusieurs dérivés présentant différentes propriétés 
spectrophysiques ont été développés en variant n et la fonctionnalisation des extrémités. Les plus 
connues sont la Cy3, la Cy5, la Cy5.5 (Figure I-7, B, C, D) et la Cy7. 
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Figure I-7 : Formules développées de la streptopolyméthine (A), de la cyanine 3 (B), de la cyanine 5 (C) et de la 
cyanine 5.5 (D). 
Compte tenu des différentes applications potentielles et des avantages des chromophores 
émettant dans le rouge lointain/NIR pour le domaine de l’imagerie in vivo, plusieurs autres structures 
ont été envisagées (Tableau I-4). 
Tableau I-4 : Quelques exemples d’autres structures utilisées pour la synthèse de chromophores émettant dans 
le rouge lointain et/ou le proche infra rouge. 
Famille Structure de base 
Longueurs d’ondes 
maximales d’émission (nm) 
Références 
oxazine 
 
 
 
550 à 700 112, 113 
thiazine 
 
 
 
610 à 710 112 
pyrane 
 
 
 
630 à 680 114 
pyrrolopyrroles cyanines 
 
 
 
700 à 800 115 
 
1
DC
BA
5
2
1
4
3
2
3
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Les fluorophores organiques absorbant et émettant dans le proche infrarouge sont souvent 
hydrophobes et enclins à l’agrégation en milieu aqueux, ce qui éteint leur signal de fluorescence116. 
De faible poids moléculaire (<2 000 g.mol-1), ils présentent également un temps de vie plasmatique 
très court laissant peu de chance au fluorophore de s’accumuler dans le tissu souhaité. Ainsi, pour  
améliorer la stabilité et modifier la pharmacocinétique de ces fluorophores, leur couplage sur des 
supports biocompatibles de plus grande taille apparaît comme un recours de choix pour le design de 
nanosondes fluorescentes pour les applications in vivo. De plus, de telles nanosondes peuvent 
permettre de transporter un grand nombre de fluorophores et donc bénéficient d’une brillance 
accrue.  
II.4. Conclusion sur les sondes fluorescentes pour l’imagerie optique 
L’efficacité d’une sonde fluorescente est principalement définie par sa capacité à induire une 
forte brillance permettant une localisation précise de l’élément (molécule, cellule ou tissu) à imager. 
De plus, pour une meilleure sensibilité, la sonde doit être capable de créer un signal sur bruit 
important c’est-à-dire une grande différence de fluorescence entre les signaux émis par la cible et 
par son environnement. La recherche s’oriente ainsi vers un marquage biospécifique grâce à des 
stratégies permettant de cibler la zone ou la molécule d’intérêt, en utilisant des caractéristiques 
biologiques qui leurs sont propres. Dans le cas de l’imagerie d’une tumeur cancéreuse par exemple, 
la sonde doit idéalement s’accumuler sélectivement dans la zone pathogène avec un minimum de 
marquage des tissus sains.  
III. Amélioration des propriétés de ciblage in vivo 
Le principal objectif du ciblage in vivo est de permettre une accumulation spécifique et 
sélective de l’effecteur (entités diagnostiques ou thérapeutiques) au niveau de la cible d’intérêt. 
Dans le cas d’entités diagnostiques, une meilleure spécificité et un meilleur contraste sont attendus. 
Pour des agents thérapeutiques, cela permet d’augmenter l’efficacité du traitement en augmentant 
leur concentration au niveau de la zone pathogène tout en limitant considérablement l’atteinte des 
tissus sains et donc les effets secondaires. Deux types de ciblage sont distingués : le ciblage passif et 
le ciblage actif.  
Remarque : Il existe d’autres stratégies s’apparentant à du ciblage basées sur l’utilisation de 
dispositifs activables seulement au niveau de la cible117-129. Généralement, l’activation tirent profit 
des caractéristiques biochimiques propres à la cible (ex : surexpression de métallo-protéases 
matricielles (MMP)130-132 ou pH légèrement plus faible (6-7)133-140 au niveau du micro environnement 
tumoral) ou résultent d’un stimulus externe (ex : irradiation lumineuse pour la photothérapie 
dynamique ou ultrasons). Toutefois, ces stratégies ne nécessitent pas forcément une accumulation 
préférentielle au niveau de la cible et ne seront donc pas développées dans ce manuscrit. 
III.1. Ciblage passif 
Le ciblage passif exploite les différences physiologiques entre la cible et le reste des tissus de 
l’organisme (ex : néo-vascularisation). Dans le cadre du ciblage passif de tumeurs cancéreuses, la 
particularité physiologique la plus souvent mise à profit est liée à l’effet EPR (Enhanced Permeation 
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and Retention Effect)141. La vascularisation sanguine mise en place pour alimenter les tumeurs 
cancéreuses (cf. angiogénèse tumorale IV.2.2) se caractérise par des néo-vaisseaux présentant de 
nombreux défauts par rapport aux vaisseaux sanguins sains. Il s’agit en particulier de jonctions inter-
cellulaires endothéliales très faibles, un nombre important de fenestrations et de canaux, une 
augmentation de la tortuosité, une déficience des péricytes et une membrane basale absente ou 
discontinue142-147 qui augmentent la perméabilité vasculaire au niveau de la tumeur et fragilise les 
vaisseaux tumoraux. Des cavités allant de 200 à 2 000 nm de large sont également présentes148, 149. 
De plus, un débit sanguin irrégulier est généralement observé et une pression hydrique élevée est 
souvent retrouvée dans les tumeurs solides à cause d’un drainage lymphatique défaillant150-152.  
Lorsqu’elles sont injectées en intra-veineuse, les nanoparticules (avec une taille typiquement 
de 5 à 200 nm), dont la demi-vie plasmatique est élevée, ont une probabilité d’accumulation au 
niveau des tumeurs considérablement augmentée à cause de cet effet EPR. Ce ciblage passif induit 
généralement une augmentation d’accumulation de 20-30 % pour des entités macromoléculaires par 
rapport aux entités de faibles poids moléculaires141. Même si la localisation des nanoparticules à 
l’intérieur de la tumeur n’est pas homogène et encore mal comprise153, l’effet EPR revêt donc une 
importance toute particulière pour un grand nombre d’applications en oncologie. 
Ce type de ciblage passif présente cependant quelques limitations. Certaines tumeurs solides 
se caractérisent par un effet EPR très faible voire inexistant, ce qui a pour conséquence de réduire 
fortement l’accumulation passive de nanoparticules qui n’ont pas d’affinité particulière pour les 
cellules tumorales. De plus, l’accumulation des nanoparticules au sein de la tumeur dépend 
généralement de leur taille, morphologie, caractéristiques de surface et de leur temps de demi-vie 
dans la circulation sanguine, ainsi que du degré d’angiogénèse tumorale. Les relations entre les 
propriétés physicochimiques des systèmes nanoparticulaires et leur comportement in vivo restent 
encore assez floues et doivent être approfondies154. Par exemple, la compréhension des mécanismes 
d’interactions avec les composants du sang est extrêmement importante155. En effet, le sang est un 
environnement très complexe composé d’éléments variés comme des protéines156 qui peuvent 
interagir avec les nanoparticules. Cela peut induire des changements relativement importants sur des 
propriétés comme la taille, l’état d’agrégation, la charge, la chimie de surface et donc sur leur 
capacité de ciblage157-162. Par conséquent, les systèmes nanoparticulaires montrent très souvent une 
efficacité bien inférieure à celle espérée148, 163. Généralement, moins de 10 % de la dose administrée 
s’accumule dans la tumeur164, 165 et il est probable qu’une quantité encore plus faible atteint les 
cellules souhaitées. Une meilleure connaissance globale et un meilleur contrôle des systèmes de 
ciblage est donc nécessaire.  
III.2. Ciblage actif 
Le ciblage actif consiste à conjuguer des effecteurs avec des ligands de ciblage capables de se 
lier sélectivement aux antigènes ou aux récepteurs qui sont uniquement ou abondamment exprimés 
au niveau de la cible. Ces ligands peuvent également permettre une meilleure internalisation 
cellulaire des effecteurs par des processus tels que l’endocytose.  
Pour des applications en oncologie par exemple, il est souvent préférable de combiner un 
ciblage passif et un ciblage actif car ils n’induisent pas de la même manière l’accumulation de 
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l’effecteur au niveau de la cible et sont complémentaires. Un ciblage passif comme l’effet EPR peut 
être mis à profit pour atteindre l’environnement tumoral et un ciblage actif à l’aide de ligands 
biospécifiques permet d’améliorer l’interaction de l’effecteur avec les cellules ciblées et peut induire 
une internalisation sélective. 
 Ainsi, de nombreuses stratégies ont été développées pour conjuguer des ligands de ciblage à 
divers types de supports nanométriques. 
III.2.1. Ligands de ciblage et (bio)conjugaison  
Les nombreux progrès réalisés au cours des vingt dernières années dans les domaines de la 
biologie moléculaire, cellulaire et de la génomique ont contribué à une meilleure compréhension des 
mécanismes moléculaires impliqués dans des pathologies comme le cancer. Cela a permis le 
développement de nouveaux ligands ciblant des anomalies spécifiques des cellules impliquées dans 
ces maladies. Ces ligands peuvent être de natures diverses comprenant les anticorps, les 
oligonucléotides, les oligosaccharides, les peptides ou encore des molécules organiques166 (Tableau I-
5).  
III.2.1.1. Les anticorps  
Les anticorps sont des (glyco)protéines de la famille des immunoglobulines. Ils sont 
principalement formés de 4 chaines polypeptidiques : deux chaines lourdes identiques d’environ 50 
kDa et deux chaines légères identiques d’environ 25 kDa167. L’efficacité de l’anticorps dépend de ses 
caractéristiques (sa spécificité, son affinité et son isotopie) et des caractéristiques de l’antigène ciblé 
(sa fonction, sa structure ou sa densité sur la surface de la cellule). Les anticorps peuvent être 
conjugués avec des effecteurs pour former des immunoconjugués168. De nombreuses molécules 
comme des fluorophores ou des composés cytotoxiques (vinblastine, méthotrexate, doxorubicine…) 
ont été couplés à des anticorps de façon covalente via un espaceur. Toutefois, la conjugaison peut 
s’avérer délicate car il faut éviter un couplage au niveau du domaine de reconnaissance de 
l’anticorps. D’autre part, la taille importante des anticorps peut être un inconvénient, notamment 
lorsqu’il s’agit d’en coupler plusieurs sur un même support, et le contrôle de leur orientation sur les 
nanosystèmes est souvent difficile (systèmes hétérogènes avec des pharmacocinétiques variables). 
De plus, il est nécessaire d’utiliser des anticorps chimériques, humanisés ou totalement humain pour 
les rendre moins immunogènes et pour limiter les problèmes d’allergies et les chocs anaphylactiques 
mais ces anticorps sont très couteux et très difficiles à concevoir169-171. 
III.2.1.2. Les aptamères 
Parmi les différentes familles d’aptamères, ceux basés sur des acides nucléiques sont 
généralement des oligonucléotides de 15 à 100 nucléotides, sélectionnés à partir d'une banque 
combinatoire de séquences selon leur aptitude à reconnaître une cible. Ils présentent des affinités et 
spécificités comparables à celles des anticorps pour des molécules variées (acides aminés, 
antibiotiques, ARN, ADN, protéines). La liaison de l'aptamère à sa cible induit un réarrangement plus 
ou moins important de l’oligonucléotide qui adopte une nouvelle structure intégrant la cible. Les 
aptamères ont un faible poids moléculaire, une faible immunogénicité, une bonne délivrance 
tissulaire et une clairance sanguine rapide. De plus, ils peuvent être produits à grande échelle et il est 
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aisé de les conjuguer en contrôlant leur orientation. Toutefois, les aptamères doivent parfois être 
modifiés afin d’éviter leur dégradation par les nucléases. Ils sont utilisés dans de nombreux domaines 
comme l'étude des interactions entre acides nucléiques et protéines, la détection, la purification, 
l'imagerie de cibles moléculaires ou la régulation de l'expression des gènes. 
Tableau I-5 : Quelques exemples de ligands de ciblage. 
Ligands Cibles Exemples de pathologies Réf. 
Petites 
molécules 
Zn(DPA) Bactérie Infection 
172 
 
Bisphosphonates Hydroxyapatite Calcification 173, 174 
Acide folique  
(vitamine B9) 
Récepteurs à l’acide folique 
(FR-α, FR-β) 
FR-α : Cancers (ovaires, utérus, 
endomètre, cerveau, rein, voies 
aérodigestives supérieures et 
mésothélium). 
FR-β : Leucémie et sarcome. 
175-182 
Saccharides 
18F-fluoro-desoxy-
glucose 
transporteurs de glucose Cellules tumorales 183 
Glucosamine 
(résidus 
galactosyles et β-N-
acétyl-
galactosaminyles) 
Récepteurs aux 
Asialoglycoprotéines 
(ASGPR) 
Hépatocytes cancéreux 184-187 
Acide hyaluronique 
Récepteurs à l’acide 
Hyaluronique (CD44, 
RHAMM, HARLEC) 
Cancers (colon, ovaires, estomac), 
certaines leucémies, maladies oculaires 
188, 189 
Anticorps 
Anti-VEGFR 
Récepteurs au facteur de 
croissance de l’endothélium 
vasculaire (VEGF1–4) 
Cellules  endothéliales vasculaires des 
tumeurs solides 
97, 190-204 
Anti-EGFR 
 
Récepteurs au Facteur de 
croissance épidermique 
(EGF1, EGF2) 
Cancer du sein 
Anti-CD 
 
Cluster de différenciation 
(CD20, 
CD22, CD19, CD33) 
Lymphomes 
Anti-MUC1 MUC1 Cancer du sein et de la vessie 
Anti-PSMA 
Antigène prostatique 
spécifique 
Cancer de la prostate 
Anti-HER-2 HER-2 
Cancers du sein, des ovaires et les 
carcinomes 
Anti-ED-B Fibronectine Maladies cardiovasculaire 
Anti-F4/80 antigène F4/80 Arthrites 
Peptides 
Peptide RGD Intégrines (αvβ3, αvβ5) 
Cellules endothéliales vasculaires des 
tumeurs solides 
205-217 
chlorotoxine 
métallo-protéases-2  
(MMP-2) 
Gliomes, médulloblastomes, cancers de 
la prostate, des intestins et sarcomes 
218 
NQEQVSPLTLLK FXIIIa Maladie cardiovasculaire 219 
ATWLPPR Neuropiline-1 
Cellules endothéliales vasculaires des 
tumeurs solides 
220 
GPRPP Fibrine Maladie cardiovasculaire 221 
Protéines 
Transferrine Récepteurs à transferrine 
Cancers (côlon, sein, rein, poumon, 
estomac et ovaire) 
222, 223 
Endostatine Angiogénèse Cancer 224 
EGF EGFR Cancer 
225 
 
Annexine V Phosphatidylsérine Apoptose 226 
Aptamères Oligonucléotides 
acides aminés, ARN, ADN, 
protéines 
Infection, cancer 227-233 
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III.2.1.3. Les oligosaccharides 
Les oligosaccharides peuvent être utilisés en tant que ligands pour cibler divers récepteurs 
membranaires comme les transporteurs de glucose, les galectines, les récepteurs à l’acide 
hyaluronique et les récepteurs d’asialoglycoprotéines (ASGPR). Sous leur forme monomèrique, les 
ligands saccharidiques possèdent une très faible affinité pour leur récepteur (de l’ordre du mM). 
Ainsi, ils doivent nécessairement être présentés de manière multivalente afin de présenter une 
affinité exploitable pour le ciblage. Par exemple, pour les récepteurs ASGPR, l’affinité des ligands est 
fortement dépendante du nombre, de la distance et de l’arrangement tridimensionnel des 
oligosaccharides234. Ainsi, la synthèse à grande échelle des ligands saccharidiques peut parfois 
s’avérer difficile et coûteuse à cause de leur poids moléculaire élevé. 
III.2.1.4. Les peptides 
De nombreux ligands protéiques interagissent avec leurs récepteurs via une séquence 
spécifique. Quand cette dernière correspond à une petite séquence peptidique, il est possible de 
concevoir et de synthétiser un ligand peptidique qui possède des propriétés de reconnaissance 
similaires à celle de la protéine originelle. L’exemple le plus probant est sans doute le ligand 
peptidique RGD (Arg-Gly-Asp) présent dans diverses protéines telles que la vitronectine ou le 
fibrinogène. Il a été l’objet de nombreuses études notamment pour sa capacité à se lier à l’intégrine 
αVβ3 qui intervient lors de la formation de la néo-vascularisation tumorale (cf. Chapitre I, IV.4).  
De manière générale, les ligands de ciblages sont souvent porteurs de nombreuses fonctions 
chimiques réactives, particulièrement lorsqu’il s’agit de biomolécules. Ainsi, leur conjugaison avec 
l’effecteur, qui nécessite généralement d’être régio-spécifique avec une orientation particulière des 
différents éléments,  peut s’avérer délicate. 
III.2.1.5. Méthodes de (bio)conjugaison 
L’élaboration des conjugués effecteurs-ligands nécessite la prise en compte de très 
nombreux paramètres235. Les premières questions concernent le choix de l’effecteur et du ligand de 
ciblage. Les paramètres comme la solubilité, la biocompatibilité, la toxicité, la pharmacocinétique et 
la biodistribution, la capacité à passer les barrières biologiques ou encore le mode d’élimination 
utiliser par l’organisme (suivant si le conjugué est biodégradable ou non) vont directement en 
découler. La manière dont ces différents éléments vont être assemblés est également fondamentale 
(type de réaction(s) chimique(s) utilisée(s), utilisation ou non d’un bras espaceur et le cas échéant sa 
taille, et sa nature (stable ou labile pour le relargage de l’effecteur)). La localisation des sites de 
liaison sur les différents éléments peut aussi s’avérer importante (ex : préservation du site actif d’une 
protéine ou du site de reconnaissance d’un anticorps). Les caractéristiques telles que la masse 
molaire du conjugué ou la présence de charges peuvent influencer significativement leur 
comportement en milieu biologique (interaction au niveau cellulaire ou moléculaire, 
internalisation…).    
La conjugaison des ligands aux effecteurs (ou sur un support) s’effectue par couplage 
généralement covalent. La nature complexe et multifonctionnelle de chacun des éléments peut 
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rendre difficile la caractérisation ainsi que le contrôle du taux de fonctionnalisation et 
l’orientation/accessibilité des ligands. Dans ces conditions, l’assemblage par liaisons chimiques 
traditionnelles (liaison amide par exemple) nécessite presque toujours de recourir à des étapes 
supplémentaires de protection/déprotection et les rendements finaux peuvent s’avérer assez faibles.  
L’utilisation de réactions chimio-sélectives est une approche alternative aux méthodes de 
couplage traditionnelles. Les éléments à coupler comportent des fonctions chimiques présentant une 
réactivité réciproque et spécifique236. La conjugaison peut donc avoir lieu entre des molécules 
totalement déprotégées. Il existe différentes méthodes de ligations chimio-sélectives qui peuvent se 
classer en deux catégories : celles permettant d’obtenir un lien natif (comme le lien amide) et 
d’autres donnant un lien non-naturel237 (Figure I-8).  
 
Figure I-8 : Schéma des différentes réactions chimio-sélectives. 
Ces réactions impliquent des fonctions chimiques variées et respectent plusieurs critères236, 
238. Outre la chimio-sélectivité, ces réactions doivent être applicables dans une large gamme de 
conditions expérimentales, être modulables, donner des composés stables, avoir des rendements 
très élevés, avoir une cinétique relativement rapide et peuvent généralement s’opérer en milieu 
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aqueux. Par conséquent, elles sont bien adaptées pour l’élaboration de conjugués sophistiqués de 
hauts poids moléculaires. La stratégie de synthèse est souvent simplifiée et les manipulations 
chimiques diminuées239.  
La plupart des liaisons obtenues sont stables en conditions physiologiques. Certaines ont une 
stabilité dépendante des conditions environnantes (pH, enzymes) comme par exemple la liaison 
disulfure qui peut être coupée en milieu réducteur.  
Les ligands de faible masse molaire comme l’acide folique, les peptides ou les 
(oligo)saccharides ont tendance à être privilégiés en tant qu’agent de ciblage car ils sont 
généralement plus faciles à synthétiser, à modifier et à manipuler que les molécules plus 
volumineuses et complexes comme les protéines/anticorps. Toutefois, ils ont souvent une affinité et 
une spécificité pour leur cible plus faibles que les anticorps. Ce problème peut être surmonté en 
présentant les ligands de manière multivalente. 
III.2.2. Effets de multivalence 
La reconnaissance moléculaire est à la base de tous les systèmes vivants. Elle implique des 
interactions étroites entre deux entités (souvent de type ligand/récepteur) qui résultent de leur 
complémentarité fonctionnelle, chimique et/ou géométrique. Ces interactions peuvent avoir diverses 
conséquences suivant leur nature et le contexte biologique. Le plus souvent, elles servent à envoyer 
un signal afin de provoquer un évènement ou une cascade d’évènements (internalisation, 
réplication, division cellulaire, mouvement, apoptose…). La force et la réversibilité de ces interactions 
jouent un rôle important sur la modulation et la régulation des phénomènes biologiques. La 
sélectivité et la stabilité de la reconnaissance ligand/récepteur peuvent être renforcées par des 
interactions multivalentes. 
La valence d’un ligand correspond au nombre de connections séparées, d’un même type, 
qu’il peut former avec sa cible. Pour les systèmes biologiques, une affinité de reconnaissance élevée 
résulte le plus souvent de multiples interactions faibles (interactions multivalentes) plutôt que d’un 
nombre restreint d’interactions très fortes. Les interactions multiples permettent d’induire des 
réponses biologiques spécifiques qui n’ont pas lieu dans le cas d’un contact monovalent. De très 
nombreux phénomènes biologiques font intervenir des interactions multivalentes comme 
l’adhérence des membranes cellulaires, la transduction du signal, l’endocytose, les réponses 
immunitaires…240-243  
La multivalence peut être impliquée dans les phénomènes de reconnaissance via différents 
mécanismes241, 244-246 (Figure I-9). L’effet chélatant (Figure I-9, A) et l’effet de reconnaissance de sous-
site (« subsite binding » en anglais) (Figure I-9, B) font intervenir un ligand multivalent et un 
récepteur présentant plusieurs sites de liaison. L’effet de recombinaison statistique (Figure I-9, C) 
correspond à la capacité d’un ligand multivalent à se lier de nouveau au même récepteur après 
dissociation, grâce à la concentration locale élevée en ligand à proximité du récepteur. Pour ces trois 
effets, l’affinité apparente du ligand multivalent pour son récepteur augmente grâce à une 
diminution de la probabilité de dissociation du système ligand/récepteur. L’effet de clusterisation 
(Figure I-9, D) résulte quant à lui de l’interaction d’un ligand multivalent avec plusieurs récepteurs. La 
modification de la proximité et de l’orientation des récepteurs, provoquée par la liaison au ligand 
multivalent est facilitée par la fluidité de la bicouche lipidique des membranes, et peut engendrer des 
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phénomènes cellulaires comme l’endocytose247, 248. L’effet de clustering est ainsi parfois à l’origine de 
l’internalisation cellulaire du couple ligand/récepteur. 
 
Figure I-9 : Les différents mécanismes favorisant la reconnaissance d’un ligand multivalent par sa cible249. 
L’importance et l’efficacité des interactions multivalentes naturelles ont inspiré le 
développement et l’amélioration de ligands multivalents synthétiques.   
III.2.3. Supports multivalents pour le ciblage et la vectorisation 
Afin de présenter les ligands de ciblage de manière multivalente, plusieurs types de support 
peuvent être utilisés. De nombreuses structures allant de l’échelle moléculaire à l’échelle 
nanométrique et disposant de caractéristiques variables ont été envisagées250-253 (Tableau I-6 et 
Annexe 2). Selon la nature du système, l’effecteur à délivrer peut être soit directement greffé par 
liaison covalente (ex : polymère, micelle, dendrimère), soit encapsulé à l’intérieur d’une cavité (ex : 
liposomes, certaines particules polymères). 
Les molécules multivalentes comme les monosaccharides, les porphyrines254, 255, les 
cyclodextrines256-258, les calixarènes259, 260, les peptides261 et peptoïdes cycliques (β-
cyclotetrapeptoïde262, aza-β3-cyclohexapeptide263, β-cyclohexapeptoïde264, cyclodecapeptide265) ont 
l’avantage de posséder une grande modularité d’un point de vue chimique et ils permettent de 
contrôler facilement certains paramètres comme l’homogénéité, l’orientation, la densité ou le 
nombre de ligands greffés. Ils possèdent toutefois une valence relativement faible. 
L’essor des nanotechnologies fournit de nouveaux outils très sophistiqués tant pour des 
applications diagnostiques que thérapeutiques et permet même parfois de combiner les deux 
(théranostique)266-269. Dans le cas des imageries non-invasives, l’association des deux est 
particulièrement intéressante car elle permet de suivre la pharmacocinétique, la biodistribution de 
l’agent thérapeutique en temps réel, l’accumulation au sein de la cible puis le relargage et enfin 
d’évaluer l’efficacité du traitement. 
 
 
 
A) Effet chélatant B) Effet de reconnaissance de sous-site
C) Effet de recombinaison statistique D) Effet de clusterisation
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Tableau I-6 : Principaux supports multivalents utilisés pour le développement de vecteurs. 
Supports multivalents Taille Toxicité Réf. 
Moléculaires 
Monosaccharides 
< 2 nm Biocompatible 
255, 
257, 
260-262 
 Porphyrines 
Cyclodextrines 
Calixarènes 
Peptides 
Virus 10 à 400 nm 
Production souvent difficile 
Problème d’immunogénicité 
Toxicité souvent élevée 
Risque de mutation insertionnelle 
270-273 
Liposomes 
Vésicules multilamellaires 
(MLV) > 500 nm 
 
Petites vésicules 
unilamellaires (SUV) de 20 
à 100 nm 
 
Grandes vésicules 
unilamellaires (LUV) > 100 
nm 
Stabilité dépendante du ratio 
effecteur/lipide 
Toxicité à forte dose (réduite pour les 
liposomes de charge neutre) 
Instabilité clinique (hydrolyse des 
liaisons esters et/ou oxydation des 
chaînes acyles insaturées) 
Instabilité physique (agrégation ou 
fusion des vésicules) 
Sensibles aux procédures de stérilisation 
(chauffage ou irradiation) 
274-276 
Systèmes à base 
de polymère 
Dendrimère 
2 à 10 nm 
 
Biocompatible 
Non immunogène 
La toxicité dépend de la taille 
277-281 
Chaine polymère 
simple 
2 à 100 nm Toxicité et immunogénicité dépendantes 
de la nature du polymère utilisé 
Ajustement possible de leurs propriétés 
en fonction des monomères utilisés 
Biodistribution variable suivant le poids 
moléculaire 
282-284 
Micelles de 
copolymères 
10 à 100 nm 285-287 
Nanoparticules 
polymères 
10 nm à 1 μm 288-293 
Polymersomes < 500  nm 294-297 
 
Nanoparticules 
inorganiques 
Nanoparticules 
d’or 
0,8 à 200 nm 
 
Inoxydable, 
Biocompatible 
Propriétés dépendantes de la taille et de 
la forme 
298 
Nanoparticules 
d’oxyde de fer 
SPIO : 50 nm 
USPIO : < 50 nm 
Encapsulé dans coquille de dextran pour 
augmenter la biocompatibilité 
98, 299, 
300 
Quantums dots 
2 à 10 nm (5 à 50 nm 
après fonctionnalisation 
de surface) 
Utilisation de métaux lourds 
potentiellement toxique 
Peuvent être difficilement éliminés 
de l'organisme 
98 
Nanotubes de 
carbone 
diamètre de l’ordre du nm 
et longueur de quelques 
µm 
Toxicité dépendante de leur 
concentration, leur pureté (présence de 
fer), leur longueur, leur degré de 
fonctionnalisation, leur voie 
d’administration (IV ou sous cutanée), 
leur rigidité 
301-305 
 
La taille nanométrique des supports, 100 à 1 000 fois plus petite que les cellules, et leur 
capacité à conjuguer simultanément plusieurs entités fonctionnelles comme des ligands de ciblage et 
des effecteurs (diagnostiques et/ou thérapeutiques), permettent à ces dispositifs d’atteindre plus 
facilement leur cible (vectorisation) tout en transportant des quantités relativement importantes 
d’effecteurs. Les nanosystèmes ont de nombreux avantages par rapport aux agents d’échelle 
moléculaire. Ils permettent notamment de surmonter diverses barrières, biologiques (dégradation 
enzymatique dans l’estomac par exemple), physiques (passage de l’épiderme, passage de la 
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membrane gastrointestinale, passage des membranes alvéolaires pulmonaires, perméabilité de 
certaines membranes…) et chimiques (pH acide au sein d’une tumeur ou encore pH acide de 
l’estomac ; hydrophobie de l’effecteur le rendant difficile à injecter dans le sang)149, 306-308. La taille 
des nanosystèmes comprise entre 5 et 200 nm diminue fortement leur clairance rénale et permet 
d’éviter une élimination trop rapide de l’organisme. De plus, ils peuvent protéger l’effecteur de 
dégradations enzymatiques ou de certaines conditions physiologiques en limitant son interaction 
avec l’environnement (ex : encapsulation). Leur utilisation améliore la biodistribution et 
l’accumulation de l’effecteur au niveau de la cible, limite l’accumulation dans les zones saines et 
réduit l’apparition et l’intensité des effets secondaires309-312.  
Concernant les polymères, qui peuvent être biocompatibles et/ou biodégradables avec des 
propriétés ajustables, un nombre conséquent sont utilisables en tant que nanosystèmes. Ils font 
partis des supports multivalents les plus attractifs au vu des nombreuses modulations possibles qui 
permettent de s’adapter selon l’application souhaitée (nature, structure, fonctions réactives et 
taille). Historiquement, les systèmes polymères les plus utilisés étaient basés sur des polymères 
naturels comme les polysaccharides (chitosane, dextran) ou synthétiques comme le poly(éthylène 
glycol) (PEG) ou le poly(acide D,L-lactique) (PLA) qui possèdent une très bonne biocompatibilité, voire 
sont biodégradables. Toutefois, ils sont souvent difficiles à fonctionnaliser de manière contrôlée. De 
nouvelles stratégies de synthèse ont donc été développées pour obtenir des systèmes 
d’architectures variées comme les dendrimères, les micelles/nanoparticules ou encore les 
polymersomes. Le développement des procédés de polymérisation radicalaire contrôlée (PRC) a 
notamment engendré un accroissement considérable de l’utilisation des polymères pour des 
applications en nanotechnologie313. Les PRC permettent d’obtenir des polymères de masse molaire 
prédictible avec une distribution de taille étroite (Đ < 1,2) ainsi que des architectures contrôlées 
(étoiles, peignes…) et tout ceci pour une très large gamme de monomères porteurs de groupes 
fonctionnels. Les techniques de PRC les plus communément utilisées sont la polymérisation RAFT 
(reversible addition fragmentation chain transfer)314, la polymérisation ATRP (atom transfer radical 
polymerization)315, et la polymérisation NMP (nitroxide mediated radical polymerization)316. La 
polymérisation RAFT est particulièrement bien adaptée à l’élaboration de supports multivalents pour 
des applications biologiques317, 318.  
De très nombreux systèmes nanoparticulaires ont déjà été développés et étudiés mais la voie 
vers des applications cliniques reste longue. Un obstacle majeur vient de la complexité souvent 
importante des systèmes nanoparticulaires développés en laboratoire qui sont ensuite très difficile 
et très coûteux à produire à grande échelle et avec une bonne reproductibilité des formulations308, 
319. Il est très difficile de définir des caractéristiques idéales (diamètre, forme, composition…) ce qui 
implique que chaque nouveau système doit subir une étude pour l’ensemble de ces paramètres. De 
plus, il n’existe pas de standards concernant la caractérisation des nanoparticules (taille, dynamique 
de relargage, etc.) ainsi que pour les évaluations in vivo et in vitro320, 321. D’autre part, les modèles 
animaux utilisés ne sont pas parfaitement représentatifs des cas cliniques humains et le 
comportement des nanoparticules in vivo se montre souvent bien plus complexe chez l’Homme que 
chez les petits animaux (souris, rats…).  
Bien que des progrès restent à faire, les nanosystèmes demeurent très prometteurs et 
devraient aboutir à des avancées considérables notamment dans le dépistage et le traitement du 
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cancer et plus particulièrement des stades métastasiques. Ils devraient même permettre d’aller 
beaucoup plus loin avec de la théranostique personnalisée322. 
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IV. Intérêt du ciblage de l’angiogénèse tumorale via l’utilisation de l’intégrine 
αVβ3 
Le cancer est un problème de santé publique majeur dans le monde entier. Un diagnostique 
précoce augmente considérablement la probabilité de guérison. Améliorer les propriétés de ciblage 
des agents diagnostiques constitue un challenge central pour un meilleur dépistage. La recherche se 
tourne de plus en plus vers des stratégies basées sur l’utilisation de ligands capables de reconnaître 
spécifiquement des entités caractéristiques qui distinguent les tumeurs cancéreuses vis-à-vis des 
tissus sains. 
IV.1. Cancer : situation actuelle 
De manière générale, le cancer fait référence aux pathologies caractérisées par un ensemble 
de cellules indifférenciées qui échappent au contrôle de l'organisme et se multiplient indéfiniment. 
Elles finissent par envahir les tissus voisins en les détruisant et se répandent dans l'organisme sous 
forme de métastases. 
 Une altération intime de la cellule est à l’origine de tous les types de cancers. Suite à une ou 
plusieurs mutations de certains gènes, des variations du comportement cellulaire plus ou moins 
importantes sont observées. Ainsi, il arrive parfois que la cellule échappe à la mort programmée 
(apoptose) et n’arrête plus de se multiplier. Un regroupement de cellules commence alors à se 
former. Le plus souvent ces cellules ne ressemblent plus vraiment aux cellules voisines : elles sont de 
plus grande taille et ont un gros noyau indiquant une intense activité. Ce type de regroupement 
primitif est sans danger en général et il arrive même qu’il soit détruit par le système immunitaire. 
Cependant, la prolifération de cellules peut aboutir à la formation d’une tumeur dont le 
développement peut entraîner la destruction des cellules normales avoisinantes. Pour commencer à 
parler de tumeur, il faut un regroupement d’environ 100 000 cellules qui peuvent être cancéreuses 
ou non. On distingue les tumeurs cancéreuses (ou malignes) des tumeurs non cancéreuses (ou 
bénignes). Dans le cas des tumeurs bénignes, la production cellulaire excessive reste limitée et 
localisée. Elles grossissent jusqu’à un certain point, ce qui peut exercer une pression sur des organes 
ou des tissus sains. Mais elles n’évoluent pas au-delà, contrairement aux tumeurs malignes qui 
envahissent les tissus voisins et peuvent se disséminer. Une fois les tissus sains touchés, les cellules 
cancéreuses commencent à détruire les cellules normales mettant ainsi en danger le fonctionnement 
de l'organe. 
Comme le montre la Figure I-10, représentant les estimations de l’incidence et de la 
mortalité des cancers pour la France métropolitaine en 2012, les types de cancers sont très 
nombreux et leur ampleur est variée.   
Au niveau mondial, en 2012, le nombre de nouveaux cas de cancer a été estimé à 14,1 
millions et le nombre de décès liés au cancer à 8,2 millions selon GLOBOCAN 2012. Les cancers les 
plus fréquemment diagnostiqués étaient ceux du poumon avec 1,8 millions de cas, du sein avec 1,7 
millions de cas et le cancer colorectal avec 1,4 millions de cas. Les causes les plus fréquentes de 
décès par cancer étaient les cancers du poumon avec 1,6 millions de décès, du foie avec 0,8 million 
de décès et de l'estomac avec 0,7 million de décès.  
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Figure I-10 : Classement des cancers par incidence (A) et par mortalité (B) estimée en 2012 en France 
métropolitaine, selon leur localisation dans l’organisme et le sexe323. 
Les estimations prévoient une augmentation de 19,3 millions de nouveaux cas de cancer par 
an, d'ici à 2025 en raison de la croissance démographique, du vieillissement de la population 
mondiale et de la multiplication des comportements à risques (exposition intensive aux rayons UV, 
alimentation, tabac, alcool). Toutefois, cette augmentation ne concerne pas tous les types de 
cancers. Dans les pays industrialisés, certains cancers ont nettement régressé notamment grâce à 
l’amélioration des conditions d’hygiène (cas des cancers de l’estomac) et aux dépistages précoces 
(cas des cancers du col de l’utérus et du colon).  
A)
B)
0
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En 2009, la dépense engendrée par le cancer a été estimée à 126 milliards d’euros pour 
l’Union Européenne, dont 51 milliards destinés aux soins (17 milliards d'euros pour la France, soit 
0,9% de son PIB)324. Chaque année, les dépenses de la recherche sur le cancer allouées par les 
financements publics et deux organisations caritatives nationales (Fondation ARC et La Ligue Contre 
le Cancer) sont estimées entre 350 et 400 millions d’euros. Environ 6 000 chercheurs, enseignants et 
techniciens travaillent dans le domaine du cancer en France (soit 700 équipes). 
Etant la première cause de mortalité en France et générant des dépenses colossales, le 
cancer est devenu une priorité de santé publique. 
En général à un stade de développement précoce de la tumeur, les cellules ne possèdent pas 
encore toutes les anomalies génétiques leur permettant de s’adapter et de résister aux traitements 
thérapeutiques. D’autre part, le nombre de cellules à détruire est beaucoup plus faible que dans le 
cas de tumeurs bien établies. Un dépistage précoce augmente donc énormément les chances 
d’efficacité du traitement. C’est pour cette raison que les stratégies ciblées permettant aux agents 
diagnostiques et/ou thérapeutiques de se concentrer spécifiquement dans les foyers tumoraux 
primitifs, de les détecter et de les détruire, constituent un espoir d’amélioration important.  
La situation est cependant rendue délicate du fait que chaque type de cancer a des 
caractéristiques qui lui sont propres, une évolution et une vitesse de développement différentes et 
répond à des traitements différents. De plus, au sein d’un même organe plusieurs types de cancers 
différents peuvent survenir. Ainsi un cancer du sein est très différent d’un cancer du poumon et il 
existe plusieurs formes différentes de cancers du sein et du poumon. Par conséquent, il est 
nécessaire de s’adapter aux caractéristiques particulières de chaque cancer.  
Dans ce contexte, le ciblage de l’angiogénèse tumorale qui concerne toutes les tumeurs 
vascularisées semble davantage généralisable.  
IV.2. Cancer et angiogénèse 
Les tumeurs étant dépendantes du phénomène d’angiogénèse, c’est une cible diagnostique 
et thérapeutique privilégiée.  
IV.2.1. Angiogénèse physiologique 
L’angiogénèse correspond à la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir d’un 
réseau vasculaire préexistant. Ce phénomène biologique est très important lors du développement 
embryonnaire. Dans des conditions physiologiques normales, l’angiogénèse n’intervient que très 
rarement chez l’adulte (cycles menstruels, cicatrisation, inflammation locale) et elle est étroitement 
contrôlée325-328. L’angiogénèse peut avoir lieu selon deux processus de développement, le 
bourgeonnement ou l’intussuception (vaisseau existant se scindant en deux par compartimentation). 
Le procédé de bourgeonnement est le plus courant et le mieux connu. 
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Figure I-11 : Les différentes étapes du processus angiogénique329. 
La première phase correspond à une perméabilisation vasculaire (Figure I-11). Les cellules 
endothéliales sont tout d’abord activées par des facteurs angiogéniques conduisant principalement à 
la sur-expression de récepteurs protéiques de surface (VEGFr, FGFr, EGFr, PDGFr) et d’entités 
impliquées dans l’adhésion cellulaire (E-selectine, endogline, intégrines αvβ3 et αvβ5)330. Les protéines 
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et Ang-2 (Angiopoïétine-2) sont sécrétés par ces cellules 
activées et contribuent au relâchement des interactions entre les cellules endothéliales, la matrice 
extracellulaire et les péricytes. Une dilatation du vaisseau et une augmentation de la perméabilité 
vasculaire sont ainsi induites. De plus, l’extravasation de fibrine induite par VEGF-A crée un support 
temporaire qui favorise la migration des cellules endothéliales activées à travers la paroi vasculaire. 
Les cellules endothéliales produisent alors des protéases331-333 entrainant une dégradation locale de 
la matrice extracellulaire et de la membrane basale environnantes. Un espace de migration pour les 
cellules endothéliales est ainsi créé, libérant par la même occasion des facteurs de croissance (FGF-2, 
VEGF-A) séquestrés dans la matrice extracellulaire. Ces derniers induisent la prolifération, la 
migration et la chémo-attraction des cellules endothéliales en direction du stimulus angiogénique334-
336. Les intégrines αvβ3, αvβ5 et α5β1 et des protéases comme les MMP-2 et -9 sont également 
fortement impliquées dans l’étape de migration334, 337, 338. Enfin, les cellules s’assemblent en un tube 
qui entoure un lumen et se différentient en une structure de type capillaire. Le diamètre de ces 
capillaires néoformés est régulé par de nombreux facteurs. Ils subissent une phase de stabilisation 
pendant laquelle des cellules périvasculaires (cellules musculaires lisses et péricytes) sont recrutées 
conduisant à un réseau vasculaire fonctionnel339-341. En effet, des interactions entre cellules 
vasculaires et cellules périvasculaires s’établissent ce qui stabilise les cellules endothéliales en les 
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
34 
 
rendant réfractaires aux stimuli pro- ou anti-angiogéniques342 et la matrice extracellulaire est 
régénérée. 
L’angiogénèse est aussi impliquée dans certaines pathologies telles que la polyarthrite 
rhumatoïde, la rétinopathie, le psoriasis, l’artériosclérose ou le cancer343, 344.  
IV.2.2. Angiogénèse tumorale 
Depuis le début des années 1970345, la néo-angiogénèse tumorale est reconnue comme une 
étape critique indispensable au développement, à la survie et à la dissémination des tumeurs 
cancéreuses. Les nouveaux vaisseaux vont non seulement permettre l’apport nécessaire en 
nutriments et en oxygène pour le développement de la tumeur mais également le passage de 
cellules malignes dans la circulation sanguine346 (métastases). 
Il existe au moins quatre mécanismes347 qui permettent aux tumeurs de stimuler 
l’angiogénèse et les mécanismes moléculaires de la néo-vascularisation tumorale sont multiples, 
complexes et font intervenir différents acteurs et différentes voix de régulation. L’ensemble de ces 
mécanismes n’est pas encore clairement identifié et certains font l’objet de controverses330.  
Il est cependant communément accepté qu’une tumeur dont la taille est inférieure à 2-3 
mm3 est capable de proliférer lentement grâce à la diffusion passive d’oxygène et de nutriments348. 
Au-delà de cette taille, les cellules les plus éloignées des vaisseaux entrent en hypoxie et sécrètent 
des facteurs de transcription349, 350 et de nombreux facteurs de croissance351 (Figure I-12) : VEGF 
(Vascular Endothelial Growth Factor), EGF (Endothelial Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth 
Factor), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) ou TNFα (Tumour Necrosis Factor α). Il en résulte une 
dérégulation de l’équilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques en faveur des activateurs de 
l’angiogénèse.  
Dans ce cas, le processus d’angiogénèse tumorale est initié par un stress métabolique 
(hypoxie, hypoglycémie) mais il peut également être engendré par un stress mécanique (pression 
exercée par la prolifération des cellules tumorales), un phénomène inflammatoire ou encore une 
dérégulation des gènes de contrôle des facteurs régulateurs de l’angiogénèse326, 352. 
La néo-angiogenèse tumorale peut être décrite de manière simplifiée comme une succession 
d’étapes330, 343, 353, 354 similaires à celles de l’angiogénèse physiologique. La divergence principale 
concerne la maturation des vaisseaux. 
L’architecture vasculaire de l’angiogénèse tumorale est en effet imparfaite355. La forte 
prolifération tumorale induit une restructuration constante de la vascularisation tumorale. Cela 
conduit à une organisation anarchique de vaisseaux de diamètres irréguliers (dû en partie à la 
compression de la paroi vasculaire par les cellules tumorales en prolifération356) et peu fonctionnels 
avec un recrutement des péricytes incomplet341, 352. Les cellules endothéliales se développent 
anormalement en se superposant327 et sont hétérogènes au sein de la tumeur. Certaines sont actives 
et en prolifération, d’autres sont quiescentes, d’autres encore entrent dans des processus 
d’apoptose347. Les jonctions entre cellules endothéliales sont lâches ce qui augmente la perméabilité 
vasculaire, fragilise les vaisseaux tumoraux et facilite la dissémination des cellules cancéreuses dans 
l’organisme. 
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Figure I-12 : Exemple du processus angiogénique d’un carcinome induit par un stress métabolique357. 
Plusieurs éléments soulignent la pertinence de cibler l’angiogénèse tumorale : 
 L’angiogénèse correspond à un phénomène biologique intervenant à un stade très précoce 
du développement tumoral. Le ciblage de l’angiogénèse tumorale peut permettre de 
visualiser l’ensemble des tumeurs solides dont la taille est supérieure à 2 ou 3 mm3, et ainsi 
de dépister les tumeurs ou les métastases très tôt.  
 Au-delà du dépistage, il peut être également possible de suivre l’évolution de la tumeur, 
d’évaluer l’efficacité du traitement administré et de l’ajuster en fonction des tendances 
observées358.  
 Les traitements anti-angiogéniques sont en plein développement. Ils réduisent fortement 
l’extension des néo-vaisseaux tumoraux, et donc la progression de la tumeur et la 
dissémination des cellules métastasiques dans l’organisme.  
 Les cellules endothéliales disposent d’un pouvoir de prolifération limité et régulé et 
possèdent un génome stable, contrairement aux cellules tumorales. Le risque de voir 
apparaître des processus de résistance est par conséquent beaucoup plus faible qu’en ciblant 
directement les cellules cancéreuses.  
 L’angiogénèse tumorale est une cible vasculaire facilement accessible. 
 L’angiogénèse tumorale concerne un grand nombre de cancers.  
 Au sein des tumeurs, le rapport de masse des cellules épithéliales par rapport aux cellules 
tumorales est de 1 %. Ainsi le ciblage d’un faible nombre de cellules aura indirectement une 
influence sur l’ensemble de la tumeur. 
Tous ces éléments soulignent l’énorme potentiel des traitements anti-angiogéniques et 
montrent la nécessité d’imager l’angiogénèse pour évaluer l’évolution de la pathologie et estimer 
l’efficacité des traitements. 
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La compréhension de certains mécanismes moléculaires et cellulaires de la néo-angiogénèse 
tumorale a permis d’identifier de nouvelles cibles et de mettre au point de nouvelles stratégies pour 
atteindre les tumeurs359. Ainsi, le ciblage de récepteurs membranaires facilement accessibles et 
surexprimés, comme l’intégrine αvβ3, apparaît comme une voie très pertinente. 
IV.3. Intégrine αvβ3 : une cible de choix 
IV.3.1. Caractéristiques générales des intégrines 
Les intégrines constituent une famille de récepteurs transmembranaires reconnaissant des 
éléments de la matrice extracellulaire (MEC) et intervenant dans la signalisation et l’adhésion 
cellulaire à travers des interactions cellule/cellule, cellule/MEC et cellule/pathogène360. Ces 
récepteurs ne possèdent pas d’activité enzymatique intrinsèque mais forment des complexes (avec 
des kinases et d’autres protéines) qui transmettent des informations361. Les intégrines assurent un 
transfert bidirectionnel d’informations entre la cellule et son environnement conjonctif grâce à leur 
fixation à des molécules intracellulaires adaptatrices qui met en route la signalisation cellulaire. Au 
niveau intracellulaire, les intégrines se lient aux microfilaments d’actine du cytosquelette par 
l’intermédiaire de protéines comme la taline, la paxilline, l’α-actinine, la tensine et la vinculine. Elles 
ont ainsi un rôle important dans la motilité cellulaire.  
 
Figure I-13 : Représentation schématique générale de la famille des intégrines hétérodimériques362. Le domaine 
αI n’est pas présent sur la totalité des sous-unités α. 
Les intégrines ont une structure hétérodimérique associant de manière non covalente une 
sous-unité α et une sous-unité β (Figure I-13). Il existe 18 sous-unités α et 8 sous-unités β servant à 
constituer 24 intégrines différentes363. Les intégrines sont sur-exprimées en surface de certains types 
cellulaires comme les fibroblastes, les plaquettes, les cellules tumorales et les cellules endothéliales 
néoformées. Au niveau de ces dernières, leur expression est autant basale (face opposée à la 
circulation) qu’apicale (face exposée à la circulation sanguine), les intégrines sont donc en contact 
avec la circulation sanguine364. 
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
37 
 
Tableau I-7 : Les différentes intégrines et leurs ligands respectifs. Les intégrines capables de reconnaître le motif 
peptidique RGD sont indiquées par un astérisque361. 
Intégrines Ligands 
β1* α1 Laminine, collagène 
α2 Laminine, collagène, α3β1 
α3 Laminine, collagène, fibronectine, épiligrine, entactine, α2β1 
α4 Fibronectine (CS-1), VCAM 
α5* Fibronectine (RGD), L1-CAM, fibrinogène 
α6 Laminine, mérosine, kalinine 
α7 Laminine 
α8* Fibronectine 
α9 Ténascine 
α10 Collagène 
α11 Collagène 
αV* Fibronectine, vitronectine 
β2 αL ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 
αM iC3b, fibrinogène, facteur X, ICAM-1 
αX iC3b, fibrinogène 
αV* β1* Fibronectine, vitronectine 
β3* Fibronectine, vitronectine, facteur de von Willebrand (fvW), 
collagène dénaturé, thrombospondine, Del-1 
β5* Vitronectine, ostéopontine, Del-1 
β6* Fibronectine 
β8* Fibronectine 
αIIb β3* Fibronectine, fibrinogène, fvW, thrombospondine, vitronectine 
α6β4 Laminine 
α4β7 Fibronectine (CS-1), VCAM, MADCAM 
αEβ7 Cadhérine-E 
 
Chaque intégrine est capable de reconnaître des ligands particuliers au niveau des protéines 
de la matrice extracellulaire : collagènes, laminines, fibronectine, vitronectine, etc365, 366 (Tableau I-7). 
Il semble que chaque intégrine ait une fonction spécifique, non redondante. L’activation des 
intégrines permet de moduler de nombreux aspects du comportement cellulaire dont la 
prolifération, la survie et l’apoptose, la forme, la polarité, l’expression génique et la différenciation. 
Les intégrines et leurs ligands jouent des rôles clés dans le développement, les fonctions 
immunitaires, le trafic leucocytaire, l’hémostase, l’agrégation plaquettaire, les processus de 
réparation et d’invasion tissulaire et sont impliquées dans de nombreuses maladies telles que le 
cancer, l’athérothrombose, certaines maladies génétiques et autoimmunes363. 
Au cours de l’angiogénèse, les intégrines interviennent principalement dans la survie, la 
prolifération, et la migration des cellules endothéliales367, 368. 
IV.3.2. Intégrine αVβ3 : caractéristiques et rôle  
L’intégrine αVβ3 se fixe à de nombreuses protéines de la matrice extracellulaire contenant le 
motif peptidique RGD dont la vitronectine, la fibronectine, le fibrinogène, le facteur von Willebrand, 
l’ostéopontine, la périostine, la thrombospondine et les formes protéolysées du collagène et de la 
laminine. En comparaison, d’autres intégrines n’ont qu’un seul ligand extracellulaire, comme 
l’intégrine α8β1 qui ne se lie qu’à la fibronectine. 
L’intégrine αVβ3 a un rôle majeur dans plusieurs processus tels que la résorption osseuse 
médiée par les ostéoclastes369, l’inflammation370, la néo-vascularisation pathologique, l’angiogénèse, 
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la tumorigénèse, l’invasion tissulaire et la formation de métastases371. Elle a plusieurs fonctions qui 
correspondent à son association avec différentes protéines de la MEC et d’autres protéines 
membranaires ou intracellulaires. Bien que la compréhension des mécanismes conformationnels 
régulant l’affinité de l’intégrine αVβ3 et sa signalisation ait progressé372, 373, son rôle n’est pas 
complètement élucidé et semble complexe. Il apparaitrait par exemple, qu’en fonction des 
conditions, l’intégrine αVβ3 soit capable de réguler des activités pro-angiogéniques ou des activités 
anti-angiogéniques374. 
L’intégrine αVβ3 est faiblement exprimée dans la plupart des tissus. Seules certaines régions 
osseuses, l’endomètre (au milieu du cycle menstruel), le placenta, les sites inflammatoires et les 
tumeurs invasives révèlent de hauts niveaux d’expressions375-380. Ces derniers ont été mis en 
évidence spécifiquement sur l’endothélium des vaisseaux en formation dans différents modèles 
d’angiogénèse381. L’intégrine αVβ3 est sur-exprimée par la néo-vascularisation et certaines cellules 
tumorales (plus de 100 000 intégrines par cellules) par rapport aux tissus normaux (moins de 10 000 
intégrines par cellules)248, 382.  
Cette différence d’expression fait de ce récepteur membranaire une cible particulièrement 
intéressante pour le ciblage de l’angiogenèse tumorale, c’est pourquoi le couple ligand peptidique 
RGD / intégrine αvβ3 est particulièrement étudié.  
IV.4. Intérêt du motif RGD comme ligand des intégrines αvβ3 
Il est important de souligner en préambule que l’utilisation du motif peptidique RGD comme 
ligand de ciblage ne se restreint pas à l’oncologie. Il est de plus en plus utilisé dans le cas des troubles 
inflammatoires, en particulier des pathologies cardiovasculaires pour le suivi du niveau 
d’athérosclérose383-390.    
L’importance du motif peptique RGD (Arg-Gly-Asp) est apparue dans les années 1980 avec la 
découverte des séquences responsables de l’adhésion des cellules à la fibronectine et à la 
vitronectine391. Les premiers tests d’inhibition de l’adhésion des cellules à la fibronectine392 et à la 
vitronectine393 montrent le détachement des cellules par ajout de peptides synthétiques contenant 
le motif RGD, ainsi que l’altération de ce détachement lorsque un des acides aminés du triplet RGD 
est modifié.   
Plusieurs intégrines ont la capacité de reconnaître le motif RGD (α5β1, α8β1, αVβ1, αVβ3, αVβ5, 
αVβ6, αVβ7, αIIbβ3). Beaucoup de protéines de la matrice extracellulaire ont en commun le motif RGD, 
mais elles possèdent néanmoins des affinités variables pour les différentes intégrines. La spécificité 
de ces protéines pour une intégrine donnée est tributaire de la conformation du motif RGD ainsi que 
de la nature des résidus adjacents394. 
En ce qui concerne l’intégrine αVβ3, de nombreux ligands moléculaires présentant la 
séquence RGD ont été développés395 : des petites molécules peptidomimétiques396, 397 et des 
peptides398 principalement.   
Des peptides linéaires présentant le motif RGD ont permis de bloquer l’adhésion cellulaire à 
de faibles concentrations (20 μM) lors d’études in vitro encourageantes. Cependant, les études 
cliniques ont révélé une forte accumulation dans le foie, sans accumulation spécifique au niveau de 
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la tumeur398. Les peptides linéaires peuvent adopter une large variété de conformations, ce qui 
diminue l’affinité de leur liaison avec les intégrines. D’autre part, ils sont très sensibles aux 
dégradations par les protéases.  
La quête d’une optimisation structurale permettant d’obtenir de meilleures affinités et 
spécificités a conduit à l’incorporation du motif RGD au sein de séquences cycliques 
pentapeptidiques et hexapeptidiques contraintes399, 400. L’affinité des peptides cycliques ainsi 
obtenus a été testée pour différentes intégrines purifiées (tests de compétition avec des protéines 
d’adhésion). L’affinité est quantifiée et comparée en déterminant un IC50 qui correspond à la 
concentration en peptide nécessaire pour inhiber 50 % de l’adhésion entre l’intégrine purifiée 
(immobilisée sur une surface) et la protéine d’adhésion considérée. Ainsi, plus l’IC50 obtenu est faible 
et plus l’affinité du peptide pour l’intégrine est élevée. Ces recherches ont conduit à l’identification 
du cyclopentapeptide c[-RGDfV-] (Figure I-14) dont la très bonne affinité pour l’intégrine αVβ3 
purifiée est comparable à celle de la vitronectine401 (Tableau I-8).  
 
Figure I-14 : Structures du cyclopentapeptide c[-RGDfV-] et de ses dérivés. 
Tableau I-8 : Comparaison des IC50 du cyclopentapeptide c[-RGDfV-] pour les integrines αVβ3, α5β1 et αIIbβ3 lors 
d’un test de compétition401. 
Composés testés Protéines d’adhésion Type d’intégrine IC50 des composés testés (nM) 
Vitronectine Vitronectine αVβ3 25 
c[-RGDfV-] Vitronectine αVβ3 50 
c[-RGDfV-] Fibronectine α5β1 6 400 
c[-RGDfV-] Fibrinogène αIIbβ3 29 000 
 
La spécificité du c[-RDGfV-] pour l’intégrine αVβ3 est également très bonne comme l’indique 
son affinité beaucoup plus faible pour les autres intégrines (IC50 plus élevé de plus de deux ordres de 
grandeur). Une étude de ses dérivés Nα-méthylés a permis de montrer que son affinité pour 
l’intégrine αVβ3 pouvait être encore accrue tout en améliorant sa stabilité physiologique402. Le 
composé avec un groupement méthyle sur le résidu valine (Figure I-14) s’est révélé être le plus affin 
et le plus spécifique de l’intégrine αVβ3 (Tableau I-9). Le groupement méthyle induit une contrainte 
conformationnelle encore plus importante et encore plus adaptée à l’interaction avec l’intégrine 
αvβ3. 
D’autres ligands présentant le motif RGD et cyclisés par des ponts disulfures ont montré une 
affinité et une spécificité élevées pour l’intégrine αVβ3403, 404. Toutefois, leur instabilité beaucoup plus 
forte in vivo en fait des candidats moins intéressants pour le ciblage de l’intégrine αVβ3405. 
R R R
G G GD D D
f f f
V (N-Me)V
K
c[-RGDfV-] c[-RGDfK-]c[-RGDf(N-Me)V-]
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Tableau I-9 : Comparaison des IC50 du cyclopentapeptide c[-RGDf(N-Me)V-] pour les integrines αVβ3, αVβ5 et 
αIIbβ3402, 406. 
Composés testés Protéines d’adhésions Type d’intégrine IC50 des composés testés (nM) 
c[-RGDfV-] Vitronectine αVβ3 2,5 
c[-RGDf(N-Me)V-] Vitronectine αVβ3 0,58 
c[-RGDf(N-Me)V-] Vitronectine αVβ5 37 
c[-RGDf(N-Me)V-] Fibrinogène αIIbβ3 860 
 
L’interaction du motif cRGD avec l’intégrine αVβ3 a été caractérisée à l’aide de la structure 
cristalline du domaine extracellulaire de l’intégrine associée au ligand c[-RGDf(N-Me)V-], en présence 
d’ions divalents de manganèse407 (Figure I-15). 
 
Figure I-15 : Représentation407 de la structure du domaine extracellulaire de l’intégrine αVβ3 associée au ligand 
c[-RGDf(N-Me)V-] en présence de Mn2+. 
Plus précisément, le motif RGD interagit avec les deux sous-unités de l’intégrine via 
l’utilisation de deux cations divalents. Le résidu arginine (R) s’associe avec deux résidus acides 
aspartiques de la sous-unité αV de l’intégrine par l’intermédiaire de ponts salins. Le résidu acide 
aspartique (D) du motif RGD interagit avec la sous-unité β3 par liaisons hydrogènes et coordination 
avec un cation. Le résidu glycine (G) se retrouve localisé entre les deux sous-unités et permet un 
contact rapproché entre le peptide et l’intégrine par son faible encombrement. Les résidus valine 
((N-Me)V) et D-phénylalanine (f) sont orientés vers l’extérieur du complexe et n’établissent pas de 
lien direct avec l’intégrine.   
La nature du résidu valine n’ayant qu’une relativement faible influence sur l’activité du 
peptide cyclique408, il est possible d’utiliser le peptide c[-RGDfK] (Figure I-14) qui pourra être 
facilement conjugué à d’autres molécules grâce à la fonction amine primaire de la chaine latérale du 
résidu lysine (K). 
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La présentation multivalente de ligands étant couramment utilisée par la Nature pour 
augmenter l’affinité entre un ligand et sa cible (cf. Chapitre I, III.2.2), cela a inspiré le développement 
de systèmes présentant plusieurs motifs cRGD.  
IV.5. Développement du ligand multivalent Raft(cRGD)4 
Parmi les systèmes multivalents comportant le ligand cRGD, nous nous sommes intéressés au 
cluster peptidique Raft(cRGD)4.  
IV.5.1. Origine et structure 
Les gabarits (ou plateformes) “Raft” (Regioselectively Addressable Functionalized 
Template)409 ont été développés à la fin des années 1980410 en vue de mimer les propriétés 
fonctionnelles de certaines protéines. Ils ont par la suite montré leur très grande versatilité pour 
l’élaboration de structures multivalentes411, 412 couvrant une très vaste gamme d’applications413-420. 
 
Figure I-16 : Modélisation moléculaire du gabarit Raft. 
Le gabarit « Raft » est un cyclodécapeptide contraint par deux coudes β Proline-Glycine qui 
induisent une structuration en feuillet β anti-parallèle stabilisé par des liaisons hydrogènes 
intramoléculaires265, 421, 422 (Figure I-16). Ce repliement en feuillet β confère une certaine rigidité au 
gabarit. Les chaînes latérales des six résidus centraux sont orientées de part et d’autre du plan 
moyen du cycle, créant ainsi deux faces distinctes. Le choix des acides aminés et des groupements 
protecteurs permet une fonctionnalisation régio-sélective ainsi qu’un contrôle de la position et de 
l’orientation des composés greffés. En particulier, la présence de deux faces distinctes permet de 
greffer, d’une part, des entités de ciblage sur la face supérieure de l’édifice, et d’autre part, des 
entités diagnostiques et/ou thérapeutiques sur la face inférieure, empêchant ainsi d’éventuelles 
interférences (ex : gêne stérique) entre les deux types d’entités. De plus, ce gabarit n’est pas 
immunogène418, possède une grande résistance aux protéines protéolytiques423 et sa métabolisation 
cellulaire ne génère pas de produits de dégradation toxiques. 
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Figure I-17 : Structure cristallographique du cyclo(L-pNF-D-Pro-Gly-L-pNF-L-Ala)2265. 
La détermination de la structure cristallographique du gabarit « Raft » a permis d’obtenir ses 
dimensions : sa longueur est de 1 nm pour une largeur d’environ 5-6 Å (Figure I-17). L’étude a 
nécessité l’introduction de 2 résidus alanines et de 4 résidus para-nitrophénylalanines ; les 
interactions entre leurs noyaux aromatiques ont permis de stabiliser la structure cristalline et ainsi 
d’apprécier l’ordre de grandeur du gabarit. En comparaison, l’introduction de résidus lysines induit 
une plus grande flexibilité.  
IV.5.2. Fonctionnalisation des deux faces du gabarit « Raft » 
La fonctionnalisation des quatre lysines de la face supérieure du gabarit par un cycle 
peptidique c[-RGDfK] a permis de développer un très bon ligand multivalent des intégrines αVβ3, le 
cluster peptidique Raft(cRGD)4 (Figure I-18), dont l’affinité est 10 fois supérieure au composé 
monovalent424, 425. Cette augmentation de l’affinité est sans doute liée à l’accroissement de la 
concentration locale en motif cRGD autour du site de liaison de l’intégrine quand elle est associée au 
cluster Raft(cRGD)4 multivalent (effet de réassociation statistique, cf. Chapitre I, III.2.2). La longueur 
des bras espaceurs permettant de relier les motifs cRGD au gabarit a été optimisée pour atteindre le 
meilleur compromis entre flexibilité et contrainte spatiale426. 
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Figure I-18 : Le cluster peptidique Raft(cRGD)4. 
La face inférieure du gabarit étant facilement fonctionnalisable, le cluster Raft(cRGD)4 peut 
être conjugué à diverses entités effectrices (diagnostiques et/ou thérapeutiques) ou immobilisé à la 
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surface de différents types de supports. La gamme d’applications potentielles qui en découle est très 
vaste, comme explicité ci-dessous : 
1) La fonctionnalisation d’une surface par le cluster Raft(cRGD)4 peut par exemple permettre 
d’étudier la fixation et l’étalement de cellules d’intérêt sur cette surface427, 428.  
2) La très bonne affinité et spécificité du cluster Raft(cRGD)4 pour l’intégrine αVβ3 et ses 
propriétés d’internalisation récepteur-dépendante429, 430 ont permis d’envisager l’utilisation de ce 
système pour la vectorisation ciblée de molécules effectrices429. Ainsi, sa conjugaison à des agents 
diagnostiques comme des radiotraceurs430-432 (125I-Tyr, 99mTc, 157Gd, 18F-FDG) ou des fluorophores 
émettant dans la gamme du rouge lointain et du proche infrarouge (Cyanine5215 et Alexa Fluor 
700433) a permis de détecter et d’imager, de manière non-invasive, des tumeurs cancéreuses chez le 
petit animal.  
3) La possibilité d’avoir deux positions fonctionnalisables sur la face inférieure du cluster 
Raft(cRGD)4 a été mise à profit pour coupler à la fois un fluorophore Cyanine5 et un quencher de 
fluorescence (conjugué au gabarit peptidique par l’intermédiaire d’un pont disulfure). La 
fluorescence de la Cyanine5 n’est observée que lorsque ce pont est rompu par réduction, après 
internalisation dans des cellules cancéreuses. Le contraste de l’image et donc la détection de la 
tumeur sont ainsi améliorés216, 434.  
4) La vectorisation d’agents thérapeutiques a également été explorée en couplant le cluster 
Raft(cRGD)4  à des siRNA, à de la doxorubicine et au peptide (KLAKLAK)2435, 436. 
5) Le cluster Raft(cRGD)4 a aussi servi d’agent de ciblage pour des systèmes plus volumineux 
induisant ainsi deux niveaux de multivalence. Il a notamment été couplé à un acide palmitique 
incorporé à la surface d’un liposome437 et a permis d’améliorer la transfection de gènes dans des 
cellules Hela exprimant les intégrines αVβ3 et αVβ5. Très récemment, le cluster Raft(cRGD)4 a été 
utilisé en tant qu’agent de ciblage en surface de nanoparticules de squalène426 transportant de la 
gemcitabine en tant qu’agent thérapeutique (antimétabolite pyrimidique inhibant la synthèse 
d’acides nucléiques et entrainant la mort cellulaire). 
Le cluster Raft(cRGD)4 est donc un agent de ciblage de l’angiogénèse tumorale 
particulièrement intéressant pour le développement de nos sondes polymères fluorescentes 
multivalentes. 
V. Conclusion de l’étude bibliographique 
Cette étude bibliographique a permis de mettre en avant la nécessité de développer des 
sondes biospécifiques pour l’imagerie optique, notamment pour l’imagerie non invasive de tumeurs 
cancéreuses. Pour cette application, le ciblage de l’angiogénèse tumorale apparaît comme une voie 
très prometteuse permettant à la fois un dépistage très précoce et un suivi de l’évolution de la 
tumeur tout en étant généralisable à l’ensemble des cancers vascularisés. Pour cela, il convient 
d’élaborer des sondes qui sont à la fois capables i) de s’accumuler préférentiellement au niveau de 
l’angiogénèse tumorale (par exemple par ciblage passif de type EPR) et ii) d’interagir avec une très 
bonne affinité avec les récepteurs spécifiques qui y sont surexprimés comme les intégrines αVβ3 
(ciblage actif).  
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Dans ce contexte, nous proposons la synthèse, la caractérisation et l’évaluation biologique in 
vitro et in vivo de différents types de sondes polymères ayant les caractéristiques suivantes : 
- fluorescentes dans le rouge lointain/proche infrarouge et de brillance élevée pour 
permettre une détection en profondeur dans les tissus biologiques. 
- de taille nanométrique contrôlée (quelques nm à 200 nm) pour favoriser leur 
accumulation au niveau des tumeurs. L’utilisation de la polymérisation radicalaire 
contrôlée RAFT permettra de faire varier les paramètres comme la taille et l’architecture 
des sondes de manière relativement précise afin d’obtenir des résultats biologiques 
reproductibles. 
- présentant une multivalence à deux niveaux, c’est-à-dire présentant plusieurs clusters 
tétramériques de ligands peptidiques (Raft(cRGD)4), pour améliorer l’affinité et 
l’internalisation des sondes dans les cellules sur-exprimant les intégrines αVβ3. 
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contrôlées et des clusters peptidiques pour le ciblage de 
l’angiogénèse tumorale en oncologie. 
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Introduction 
Dans la première partie de mon travail (partie principale), l’objectif a été le développement 
de conjugués fluorescents polymère-peptides possédant des propriétés améliorées de ciblage de 
tumeurs cancéreuses.  
La lutte contre le cancer est devenue une priorité et suscite d’importantes recherches. Bien 
que de nombreux efforts de dépistages soient effectués, les techniques disponibles actuellement ne 
permettent pas toujours l’établissement d’un diagnostic précoce. Sur le plan thérapeutique, les 
traitements ont une sélectivité imparfaite pour les cellules tumorales. Il en résulte de nombreux 
effets secondaires qui peuvent s’avérer sévères, limitant les doses administrables. Ceci est d’autant 
plus préjudiciable que des mécanismes de résistance se développent parfois. Les possibilités de 
guérison sont ainsi amoindries et le recours à des multi-thérapies devient nécessaire. Afin de 
diminuer la mortalité causée par cette pathologie et d’améliorer le confort des patients, il est 
impératif de développer de nouvelles méthodes diagnostiques plus sensibles et plus performantes 
(moins intrusives, inoffensives, moins coûteuses, plus rapides et plus fiables) ainsi que des 
traitements plus sélectifs et donc plus efficaces et mieux tolérés. Dans cette optique, les stratégies de 
ciblage semblent particulièrement prometteuses. Elles sont basées sur l’utilisation de composés 
reconnaissant sélectivement des entités spécifiques des cellules cancéreuses (ou cibles). 
 La connaissance des phénomènes biologiques liés à l’apparition et au développement d’une 
tumeur cancéreuse a permis d’identifier de nombreuses cibles potentielles. L’une des plus 
prometteuses est la néo-angiogénèse tumorale1 (formation de nouveaux vaisseaux sanguins autour 
et au sein de la tumeur). Non seulement elle intervient dans une très grande majorité de cancers 
(tumeurs solides) mais son ciblage pourrait permettre de circonscrire le foyer tumoral et de limiter à 
la fois l’extension de la tumeur et la dissémination de cellules métastasiques dans l’organisme. De 
plus, d’un point de vue diagnostique, il serait alors possible de localiser et de visualiser les tumeurs 
solides en évolution lorsqu’elles atteindraient plus de 2 à 3 mm3 (donc à un stade très précoce) ainsi 
que de suivre l’évolution de la tumeur selon l’action des traitements.  
Les néo-vaisseaux tumoraux sur-expriment des récepteurs membranaires à la surface des 
cellules épithéliales (parfois également surexprimés par les cellules tumorales elles-mêmes) et se 
distinguent ainsi, structurellement et fonctionnellement, de la vascularisation quiescente. Il est alors 
possible de les cibler en développant des ligands extrêmement spécifiques de ces récepteurs. C’est le 
cas d’une cible privilégiée, l’intégrine αVβ3, qui est un récepteur membranaire capable d’interagir 
avec de nombreux éléments de la matrice extracellulaire par la reconnaissance du motif peptidique 
RGD2 (-Arginine-Glycine-Acide aspartique-). L’identification de ce motif a permis le développement 
de ligands artificiels possédant une excellente affinité (capacité d’interaction entre 2 entités) ainsi 
qu’une très bonne spécificité pour l’intégrine αVβ3. Parmi ceux-ci, le cluster peptidique Raft(cRGD)4 
(Figure II-1, B) synthétisé par l’équipe de Didier Boturyn fait partie des plus performants grâce à sa 
structure multivalente contrainte qui induit une forte concentration locale en motifs RGD cycliques 
(c[-RGDfK-], abrégé par la suite en cRGD). Ce système permet d’obtenir une affinité pour les 
intégrines αVβ3 10 fois supérieure à celle obtenue avec le cycle peptidique cRGD monovalent3. Il a 
notamment déjà démontré son efficacité en tant qu’agent diagnostique4-8.  
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Figure II-1 : Le copolymère P(NAM-stat-NAS) (A) et le cluster peptidique Raft(cRGD)4 (B). 
L’objectif de nos travaux de recherche est de développer des sondes fluorescentes ayant des 
propriétés améliorées de ciblage de l’angiogénèse tumorale avec une affinité encore plus importante 
pour les intégrines αVβ3. Pour cela, nous proposons de coupler plusieurs clusters peptidiques 
Raft(cRGD)4 sur une même structure polymère afin d’obtenir des conjugués polymère-peptides 
offrant deux niveaux de multivalence (Figure II-2). Le premier niveau est la multivalence apportée 
par le cluster Raft(cRGD)4 qui comporte quatre motifs cRGD, et le second niveau résulte de la 
multivalence de la structure polymère qui comporte plusieurs clusters Raft(cRGD)4. D’une part, la 
combinaison des deux niveaux de multivalence accroit la concentration locale en motifs cRGD et 
devrait donc amplifier l’effet de réassociation statistique (cf. Chapitre I, III.2.2) à l’origine de 
l’excellente affinité du cluster Raft(cRGD)4 pour l’intégrine αVβ3. D’autre part, la taille du polymère, 
associée à la présentation de plusieurs Raft(cRGD)4, devraient rendre les conjugués polymère-
peptides capables de se lier à plusieurs intégrines αVβ3 simultanément et ainsi induire un effet 
clustering de ces intégrines (cf. Chapitre I, III.2.2) favorisant également une augmentation de 
l’affinité.  
 
Figure II-2 : Représentation schématique des deux types de sondes polymères fluorescentes envisagés : 
conjugués linéaires (A) et nanoparticules chevelues (B) (NAM est l’abréviation pour N-AcryloylMorpholine, NAS 
pour N-AcryloxySuccinimide et nBA pour n-Butyl Acrylate).  
A) B)
Raft(cRDG)4
Cœur de PnBA
PNAM
Fluorophore
P(NAM-stat-NAS)
A)
B)
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Deux types de sondes polymère-peptides ont été envisagés (Figure II-2) avec chacun leurs 
avantages et inconvénients (Tableau II-1) :  
 des conjugués linéaires où le cluster Raft(cRGD)4 est couplé latéralement le long 
d’une chaîne polymère (Figure II-2, A) 
 des nanoparticules « chevelues » arborant plusieurs clusters Raft(cRGD)4 à leur 
périphérie (Figure II-2, B). 
Les conjugués linéaires ont une masse molaire plus faible et une structure plus simple mais la 
présentation en position latérale des entités de reconnaissance et des éléments de détection peut 
induire des interférences entre les deux. Le système nanoparticulaire, quant à lui, permet une bonne 
séparation des clusters peptidiques et des fluorophores et a l’avantage d’isoler les fluorophores de 
l’environnement de la nanoparticule ce qui peut s’avérer très intéressant pour l’utilisation de 
fluorophores fragiles. En revanche, il constitue un défi plus important en termes de synthèse et de 
caractérisation. Le développement récent de procédés d’auto-assemblage induit par polymérisation 
(PISA) rend l’élaboration de structures aussi complexes beaucoup plus accessible.  
Tableau II-1 : Comparatif des deux types de structures polymères utilisés pour le développement des sondes 
fluorescentes. 
 Conjugués linéaires Nanoparticules chevelues 
Polymères utilisés P(NAM-stat-NAS) Cœur de PnBA stabilisé par des cheveux PNAM 
Localisation du cluster 
Raft(cRGD)4 
Position latérale le long de la chaîne 
polymère 
A la périphérie de la nanoparticule, à 
l’extrémité des cheveux hydrophiles 
Localisation du 
fluorophore 
Position latérale le long de la chaîne 
polymère 
Dans le cœur de la nanoparticule 
Inconvénients 
Possible interférence entre entités de 
reconnaissance et entités de détection 
suivant : 
- la nature du fluorophore 
- le rapport molaire 
Raft(cRGD)4/fluorophores 
 
Possible interaction entre fluorophores 
(formation de dimères non fluorescents) 
Synthèse sophistiquée 
 
Caractérisation complexe 
Avantages particuliers Synthèse et caractérisation plus simples 
Bonne séparation des entités de 
reconnaissance et des entités de détection 
Fluorophores protégés du milieu environnant 
Avantages communs 
souhaités 
Biocompatibilité 
Stabilité 
Brillance élevée 
Tailles variables et contrôlées 
Ciblage passif des tumeurs solides par effet EPR (taille nanométrique des sondes) 
Ciblage actif de l’angiogénèse tumorale (présence des ligands Raft(cRGD)4) 
 
Dans les deux cas, la polymérisation radicalaire contrôlée de type RAFT a été utilisée pour 
synthétiser des composés de taille variable et contrôlée. Puis, après caractérisations 
physicochimiques des sondes, plusieurs évaluations in vitro ont été réalisées. Nous avons notamment 
cherché à tester l’hypothèse d’une amélioration de l’affinité pour les intégrines αVβ3 due à la 
multivalence à deux niveaux, avec différents conjugués linéaires.  
L’objectif à plus long terme est de comparer le comportement des deux types de sondes in 
vivo chez le petit animal (biodistribution, pharmacocinétique) par microscopie optique, sachant que 
la taille et la structure des sondes peuvent avoir un rôle important sur leur accumulation au niveau 
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tumoral. Pour cela, nous avons choisi de coupler plusieurs fluorophores émettant dans le rouge 
lointain / proche infrarouge pour obtenir des sondes très brillantes dans cette gamme de longueurs 
d’ondes permettant une détection en profondeur dans les tissus biologiques (cf. Chapitre I, II-2).  
Dans la première partie de ce chapitre II, la synthèse et la caractérisation des conjugués 
linéaires polymère-peptides seront exposées, ainsi que les premières évaluations biologiques in vitro 
correspondantes. La seconde partie regroupera quant à elle les résultats obtenus pour les systèmes 
nanoparticulaires. 
I. Synthèse et évaluation biologique de conjugués linéaires polymère-
clusters peptidiques  
Une série de conjugués linéaires (Figure II-3) à base de copolymères réactifs P(NAM-stat-
NAS) et d’un nombre variable de clusters peptidiques Raft(cRGD)4 a été synthétisée afin d’évaluer 
l’apport de la présentation multivalente du cluster Raft(cRGD)4 sur l’affinité du conjugué pour les 
intégrines αvβ3 (Tableau II-2). Dans un premier temps, des conjugués non fluorescents ont été 
préparés afin d’évaluer, lors de tests d’inhibition d’adhésion cellulaire (cf. Chapitre II, I.3.1), si la 
présence de plusieurs copies du cluster Raft(cRGD)4 sur la même chaîne polymère pouvait induire 
une augmentation d’affinité. Puis, dans un deuxième temps, des conjugués peptidiques porteurs de 
plusieurs fluorophores (de type Cyanine5.5) ont été synthétisés afin d’évaluer, par microscopie 
optique et cytométrie en flux, leur comportement et leurs propriétés de ciblage en milieu cellulaire 
(cf. Chapitre II, I.3.2) et ultérieurement, in vivo chez le petit animal. 
 
Figure II-3 : Représentation schématique de la structure des conjugués linéaires fluorescents polymère-clusters 
peptidiques.  
Le tableau suivant présente l’ensemble des conjugués linéaires polymère-clusters 
peptidiques fluorescents et non fluorescents synthétisés avec leurs caractéristiques de synthèse et 
de purification. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
: Raft(cRDG)4 : Fluorophore: P(NAM-stat-NAS)
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Tableau II-2 : Récapitulatif des caractéristiques des conjugués linéaires polymère-Raft(cRGD)4 synthétisés. 
Conjugués  Mn  
(g.mol
-1
)  
np 
visé 
np Rendement de 
couplage du 
Raft(cRGD)
4
 (%)  
Type de 
fluorophore  
nf Rendement de 
couplage du 
fluorophore (%) 
Méthode 
de 
purification 
Rendement 
de 
récupération 
(%) 
1*  76 500 2 1,5  38  / 0 / P + Uf 73  
2  77 900 4 4,2  60  / 0 / D 88 
3  84 300 6 5,9  59  / 0 / P + Uf 44  
4 62 100 0 0 / / 0 / P + Uf 94 
5 79 900 4 4,2 60 Cy5.5 3,6 64 D 95 
6 83 800 4 4,8 69 Cy5.5(SO3)4 3,7 62 D 96 
7 63 900 0 0 / Cy5.5 3,1 64 D 95 
8 65 800 0 0 / Cy5.5(SO3)4 3,7 62 D 98 
*squelette basé sur le copolymère AF109T1 (Mn = 68 300 g.mol-1, Đ = 1,16) alors que les autres squelette sont basés sur le 
copolymère CC030-R12 (Mn = 59 900 g.mol-1, Đ = 1,11) ; Mn : Masse molaire moyenne en nombre du conjugué (après 
couplage et post-traitement) ; np visé : nombre moyen de Raft(cRGD)4 par chaîne souhaité (en supposant un rendement de 
couplage du Raft(cRGD)4 d’environ 60 %) ; np : nombre moyen de Raft(cRGD)4 par chaîne déterminé par RMN 1H ; Cy5.5 : 
Cyanine5.5 ; Cy5.5(SO3)4 : Cyanine5.5 tétrasulfonates ; nf : nombre moyen de fluorophores par chaîne déterminé par 
CES/UV-visible ; P : précipitation dans l’éther diéthylique ; Uf : ultrafiltration ; D : dialyse ; Rendement de récupération = 
nombre de moles de conjugué obtenu
nombre de moles de copolymère initial
 × 100.  
I.1. Elaboration de conjugués linéaires non fluorescents 
 
Les copolymères P(NAM-stat-NAS) utilisés pour la synthèse des conjugués linéaires doivent 
pouvoir porter plusieurs copies du cluster Raft(cRGD)4 et/ou plusieurs copies du fluorophore, 
composés dont la masse molaire est élevée (environ 4 000 g.mol-1 pour le cluster peptidique et 
environ 1 000 g.mol-1 pour le fluorophore Cyanine5.5). De plus, ces composés qui sont disponibles en 
relativement faible quantité (10 mg de Cyanine5.5 tétrasulfonates valent 2 800 € ; d’autre part, nous 
avons disposé de 50 mg de cluster peptidique en début de thèse). Par conséquent, les copolymères 
choisis ont des masses molaires élevées, de l’ordre de 60 000 g.mol-1 (AF109T1 : Mn = 68 300 g.mol-1, 
Đ = 1,16 et CC030-R12 : Mn = 59 900 g.mol-1, Đ = 1,11) pour coupler plusieurs clusters peptiques et 
plusieurs fluorophores par chaîne tout en limitant les éventuelles gênes stériques. De plus, cela a 
permis de travailler, dans un premier temps, avec des quantités de produits suffisantes pour bien 
caractériser la réaction de couplage.  
I.1.1.  Stratégie de synthèse des conjugués non fluorescents 
Le couplage des clusters Raft(cRGD)4 (synthétisés par l’équipe de Didier Boturyn (Adrien 
Grassin et Fabien Thoreau), DCM, I2BM, UJF) sur le copolymère est réalisé par réaction entre la 
fonction amine primaire du cluster (provenant du résidu lysine de la face inférieure du gabarit) et 
une des fonctions esters activés portées par les unités NAS du copolymère, pour donner une liaison 
covalente amide, stable en milieu biologique (Figure II-4). La réaction est effectuée dans le DMF, en 
présence de diisopropyléthylamine (DIPEA), à 40°C et sur 5 jours pour favoriser le couplage entre ces 
deux macromolécules. L’amine tertiaire DIPEA permet d'imposer un pH basique (d'environ 8-9) ce 
qui évite la protonation de la fonction amine primaire des clusters Raft(cRGD)4. La température et la 
durée de réaction prolongée favorisent les interactions entre les réactifs. Le solvant utilisé est soit du 
DMF-d7 anhydre pour réaliser un suivi de la réaction par RMN 1H soit du DMF anhydre. 
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Figure II-4 : Synthèse des conjugués linéaires polymère-clusters peptidiques fluorescents (voie de droite) ou non 
(voie de gauche). Lors de la synthèse des conjugués fluorescents, une petite partie du milieu réactionnel subit le 
même traitement que les conjugués non fluorescents pour faciliter la détermination du nombre de clusters par 
chaîne, np. 
Pour faire varier le nombre moyen de clusters peptidiques par chaîne polymère, np, le 
rapport molaire stœchiométrique cluster/polymère a été ajusté. Quatre valeurs de np ont été visées, 
respectivement 0, 2, 4 et 6 clusters par chaine, en prenant en compte le fait que le rendement est 
généralement de l’ordre de 60% pour ce type de couplage (Tableau II-2). 
Le conjugué 4 sans cluster peptidique Raft(cRGD)4 servira de contrôle lors des évaluations 
biologiques. 
Après couplage des clusters peptidiques, et sans purification intermédiaire (ce qui permet un 
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
71 
 
gain de temps important et évite d’éventuelles pertes de produit), les fonctions réactives résiduelles 
du polymère sont désactivées pour contrôler précisément la composition du conjugué et pour en 
augmenter l’hydrophilie et la biocompatibilité. Plusieurs options sont envisageables pour cela, 
comme le capping avec un composé d’intérêt porteur d’une fonction amine primaire, ou bien 
l’hydrolyse basique conduisant à des fonctions acides carboxyliques (globalement sous forme 
carboxylate à pH physiologique). Pour cette étude, il a été choisi d’effectuer un capping avec la 4-(2-
aminoéthyl)morpholine (AEM) (Figure II-4) pour plusieurs raisons :  
- Il s'agit d'un composé de faible masse molaire possédant une amine primaire et un cycle 
morpholine (de structure proche de l'unité NAM) qui accroît l'hydrophilie du conjugué. Il a 
été montré lors de travaux précédents que ce type de capping est très efficace et conduit à 
des polymères ne présentant pas de cytotoxicité9, 10. 
- Ce composé n’est pas chargé (ou légèrement positif) à pH physiologique (pKa de l’amine 
tertiaire = 7,45), ce qui semblait préférable pour ces premiers essais afin d’éviter les 
interactions électrostatiques entre le squelette polymère et les clusters peptidiques (à pH 
physiologique, le cluster Raft(cRGD)4 porte 4 charges positives et 4 charges négatives d’où 
une charge globale nulle). Bien que cela reste à étudier, il est probable que de telles 
interactions entraînent une conformation du conjugué polymère-clusters susceptible de 
nuire aux propriétés de reconnaissance des clusters peptidiques.  
- Dans l’objectif de l’utilisation ultérieure des conjugués vis-à-vis de cellules biologiques 
(membranes chargées négativement), nous avons privilégié des squelettes polymères non 
chargés. 
Pour assurer la bonne efficacité du capping, l’AEM est introduit en excès par rapport aux 
fonctions esters activés du copolymère. Il est à noter que lors de cette étape de capping, les 
extrémités ω des chaînes polymères (de type dithioester) sont dans le même temps complètement 
aminolysées en fonction thiol (Figure II-4). 
I.1.2.  Purification des conjugués non fluorescents 
Les premiers essais de purification des conjugués polymère-clusters peptidiques ont tout 
d’abord été réalisés en deux étapes. Dans un premier temps, une précipitation du conjugué dans un 
non-solvant (éther diéthylique) permet d’éliminer la majorité de DIPEA et de l’excès d’AEM, le N-
hydroxysuccinimide (NHS) formé et le DMF. Ensuite, dans un second temps, le précipité est re-
solubilisé dans l’eau et purifié par ultrafiltration ou par dialyse (avec des membranes cellulosiques 
ayant un seuil de 10 000 g.mol-1). Dans ces conditions, le conjugué est retenu par la membrane alors 
que les impuretés de faible masse molaire comme les résidus de DMF, DIPEA et ses sels, NHS, AEM, 
ainsi que les clusters Raft(cRGD)4 non couplés (d’une masse molaire voisine de 4 000 g.mol-1) sont 
éliminés dans les filtrats successifs (confirmé par analyse RMN 1H du filtrat ainsi qu’une étude par 
RMN DOSY, cf. Chapitre II, I.1.3.2).  
Par la suite, la première étape de précipitation a été supprimée car elle ne s’avérait pas 
indispensable au vu de l’efficacité de la seconde étape et elle pouvait en outre induire une perte non 
négligeable de produit. En effet, les conjugués 1 et 3 qui ont été soumis à l’étape de précipitation ont 
un rendement de récupération plus faible (respectivement 73 % et 44 %, d’autant plus faible que np 
augmente) que les autres conjugués (généralement autour de 95 %).  
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I.1.3.  Caractérisation des conjugués non fluorescents 
Plusieurs techniques analytiques ont été envisagées pour confirmer l’efficacité du couplage 
et de la purification ainsi que pour accéder au nombre moyen de clusters peptidiques par chaîne, np : 
- Les conjugués ont principalement été caractérisés par RMN 1H (dans D2O ou le DMF-d7). Ces 
analyses ont pour avantage d’être sensibles et non destructrices. La caractérisation des 
conjugués est en effet rendue délicate du fait des faibles quantités de produit à disposition 
(souvent 10 à 20 mg) et du profil de solubilité des clusters peptidiques qui ne sont solubles 
que dans certains tampons aqueux (ils sont solubles dans le DMF mais la récupération est 
moins aisée).  
- Les analyses RMN 1H conventionnelles ont également été complétées par des analyses de 
RMN DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY). Cette technique de RMN à deux dimensions 
permet de discriminer les composants d’un mélange (sans séparation physique au préalable) 
en fonction de leur coefficient d’auto-diffusion D (𝐷 =  
𝑘𝑇
6𝜋𝜂𝑟ℎ
), c’est-à-dire en fonction de 
leur rayon hydrodynamique. Les spectres RMN 1H de molécules de tailles suffisamment 
différentes peuvent donc être isolés. Dans le cas d’une étude comme la nôtre, la RMN DOSY 
apporte des informations complémentaires à la RMN 1H, en discriminant aisément les 
clusters Raft(cRGD)4 couplés sur le polymère des clusters Raft(cRGD)4 libres (non couplés), de 
plus petite taille, qui diffusent significativement plus vite que les conjugués. 
- Quelques tests préliminaires de suivi de la réaction de couplage par chromatographie 
d’exclusion stérique (CES) ont également été envisagés. Cependant, les résultats obtenus 
n’ont pas été concluants, que ce soit en utilisant le DMF ou un tampon aqueux (borate ou 
eau/acétonitrile) comme éluant. Suite au couplage, un déplacement du pic de polymère vers 
des masses molaires élevées est effectivement observé, cependant, la totalité du cluster 
peptidique non couplé et une grande partie du conjugué polymère-clusters reste adsorbée 
sur la phase stationnaire des colonnes. Dans ces conditions, il est impossible d’estimer le 
rendement de couplage ainsi que de vérifier l’efficacité de la purification des conjugués. 
Cette méthode nécessiterait une optimisation importante pour trouver une colonne et un 
tampon aqueux plus adaptés. Or, comme le cluster Raft(cRGD)4 est une molécule très 
précieuse (extrêmement sophistiquée et difficile à obtenir en grande quantité), les analyses 
CES, qui nécessitent des quantités de produit non négligeables dans ce contexte, n’ont pas 
été poursuivies.  
I.1.3.1. Suivi de la réaction de couplage par RMN 1H 
La réaction de couplage du cluster peptidique sur le copolymère a tout d’abord été suivie par 
RMN 1H (réaction effectuée dans le DMF-d7). L’identification précise des pics correspondants aux 
protons du cluster peptidique et du polymère a permis de confirmer la stœchiométrie initiale des 
différents réactifs. Cependant, il n’a pas pu être mis en évidence l’apparition ou la disparition de pics 
suite au couplage. Ceux-ci ont en effet une proportion relative très faible et se superposent aux pics 
correspondants au grand nombre de protons du polymère et du peptide dont le déplacement reste 
inchangé. Par exemple, le -CH2- en α de la fonction amine primaire du cluster apparaît vers 2,7 ppm 
dans le massif entre 2,2 et 3 ppm (zone C, Figure II-5) ; après couplage et formation de la fonction 
amide, ce CH2 est attendu vers 3,2 ppm dans le massif entre 3 et 4 ppm (zone B, Figure II-5). Ainsi, 
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comme les CH2 en α de la fonction amine primaire des clusters représentent seulement 0,0037 % de 
la zone B et 0,0044 % de la zone C, l’incertitude d’une analyse RMN 1H (> 0,01 %, notamment reliée à 
la correction de la ligne de base et/ou à l’intégration mise en œuvre) ne permet pas de détecter leur 
déplacement sur le spectre du conjugué purifié. A plus forte raison, ce même déplacement est 
encore plus difficile à observer sur les spectres RMN réalisés pendant la réaction où les pics du DMF 
et de la DIPEA viennent s’ajouter. Il a seulement été noté lors du couplage, un élargissement 
progressif des pics des protons du peptide, ce qui est une caractéristique des protons appartenant à 
des groupes ayant une faible mobilité (par exemple, les pics de polymère). Il s’agit donc d’un premier 
indice confirmant que le couplage a effectivement eu lieu.  
Des analyses RMN ont par la suite été réalisées sur les échantillons de conjugués purifiés. Il 
est préférable de les effectuer dans D2O plutôt que dans le DMF-d7. En effet, les spectres sont 
significativement simplifiés par l’absence de pics correspondants aux protons labiles dans D2O dont 
l’unique pic de solvant est moins gênant. Dans le DMF-d7, les pics des protons des fonctions amides -
(C=O)-NH- par exemple, qui apparaissent principalement entre 7 et 8,6 ppm, sont présents en 
nombre et les pics du solvant nuisent à une bonne intégration des différents massifs (Annexe 3). 
 
Figure II-5 : Spectre RMN 1H (500 MHz) du conjugué 3 (représentatif de tous les conjugués non fluorescents) 
après purification (dans D2O avec suppression du pic de solvant).  
Le spectre RMN 1H du conjugué 3 purifié (Figure II-5) indique que la majeure partie des pics 
correspondant au cluster Raft(cRGD)4 (Annexe 3) sont superposés aux pics caractéristiques du 
copolymère cappé par l’AEM, situés entre 0,7 et 4,2 ppm. Seuls quelques pics du cluster Raft(cRGD)4 
attribués majoritairement aux protons aromatiques des résidus phénylalanine sont isolés entre 7,1 et 
7,8 ppm. Ce spectre montre également qu’il n’y a plus d’impuretés moléculaires (DMF, AEM, DIPEA 
et NHS) et qu’une partie du cluster a disparu par rapport au brut réactionnel. C’est une forte 
indication que la procédure de purification est efficace pour éliminer ces impuretés et le cluster non 
couplé. Le conjugué peut raisonnablement être considéré comme pur.  
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Toutefois, comme l’analyse RMN 1H ne permet pas de distinguer les clusters Raft(cRGD)4 
couplés au copolymère des clusters non couplés, il est nécessaire de confirmer la pureté du conjugué 
par d’autres méthodes d’analyses. Pour cela, nous avons effectué une étude par RMN DOSY, 
technique non destructive qui permet de récupérer aisément le composé.  
I.1.3.2. Etude d’un conjugué polymère-clusters Raft(cRGD)4 par RMN DOSY 
En collaboration avec Sandrine Denis-Quanquin (Laboratoire de chimie de l’ENS de Lyon), 
une analyse RMN DOSY du conjugué 3 purifié a donc été réalisée dans un mélange D2O/CD3CN : 
70/30 : v/v (Figure II-6, B). 
 
 
Figure II-6 : Spectres RMN DOSY (D2O/CD3CN : 70/30 : v/v, 500 MHz) du cluster Raft(cRGD)4 seul (A) et du 
conjugué polymère-clusters Raft(cRGD)4 3 purifié (B).  
Ces spectres RMN 2D présentent une dimension de fréquence (abscisses, spectre RMN 1H 
classique) et une dimension liée au coefficient d’auto-diffusion D (ordonnées). Il en résulte une carte 
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2D sur laquelle figurent des taches permettant de corréler chaque signal RMN à un coefficient D, ce 
qui permet de discriminer le spectre RMN de chacun des composés du mélange. Dans le cas de 
l’analyse B, il existe une légère différence entre les lignes correspondant aux coefficients d’auto-
diffusion du squelette polymère et des clusters Raft(cRGD)4 couplés sur le polymère. Ceci s’explique 
principalement par la distribution de masses molaires du conjugué (distribution de masses molaires 
des chaînes et distribution du nombre de clusters par chaîne) et par une mobilité un peu supérieure 
du peptide en position latérale. Cependant, cette différence reste comprise dans les 10 % de marge 
d’erreur usuellement tolérés pour des composés de ce type (plus difficiles à analyser à cause de leur 
taille, de leur complexité et de leur distribution de masses molaires). Par ailleurs, la qualité des 
analyses DOSY est très dépendante du rapport signal sur bruit. Il est probable qu’avec une quantité 
de produit supérieure (de l’ordre de 20-30 mg), nous aurions obtenu une différence plus faible entre 
les coefficients de diffusion. 
La Figure II-6 B ne présente qu’une seule ligne de tâches ; de plus, les signaux RMN 
correspondants au cluster Raft(cRGD)4 ont un coefficient de diffusion quasiment identique à celui des 
signaux du polymère, bien plus faible que celui du Raft(cRGD)4 libre (Figure II-6, A) (13,6 µm2.s-1 < 131 
µm2.s-1). Cette analyse confirme donc d’une part, que le cluster Raft(cRGD)4 est effectivement couplé 
au polymère et d’autre part, que la procédure de purification est très efficace (absence d’une ligne 
de signaux correspondant à du peptide libre résiduel).  
I.1.3.3. Estimation du nombre moyen de clusters Raft(cRGD)4 par chaîne, np 
Après avoir confirmé la purification totale des conjugués, leur spectre RMN 1H (Figure II-5) 
peut être utilisé pour estimer le nombre moyen de clusters Raft(cRGD)4 couplés par chaîne polymère 
(np) (Annexe 4).  
Le spectre RMN 1H a été découpé en 5 zones et chaque proton du conjugué a été attribué à 
une de ces zones (Annexe 4). Ceci permet d’obtenir la valeur np à partir de plusieurs systèmes 
d’équations qui donnent des résultats relativement proches. Cependant, pour les raisons données en 
Annexe 4, le système d’équation faisant intervenir les zones A et C semble le plus fiable (bon retour à 
la ligne de base, aucune ambiguïté d’attribution des pics et absence de pics de solvant) et a été choisi 
pour la détermination de np : 
np = 2415 IA /(24 IC - 91 IA)  (Equation 1) 
où IA et IC sont respectivement les valeurs des intégrales de la zone A et de la zone C. 
Les valeurs de np ainsi déterminées pour les conjugués 1, 2 et 3 sont respectivement de 1,5 ; 
4,2 et 5,9 clusters Raft(RGD)4 par chaîne polymère (cf. Chapitre II, Tableau II-2). Le rendement de 
couplage du cluster peptidique est d’environ 60% comme attendu pour les conjugués 2 et 3. Cela 
pourrait s’expliquer par une précipitation partielle et irréversible d’une partie du cluster peptidique 
lors de l’ajout de DIPEA dans le milieu réactionnel. Pour ces essais, la concentration du milieu 
réactionnel (30 mg de polymère par mL) n’a pas été augmentée davantage pour conserver une 
bonne solubilité du cluster Raft(RGD)4. Il a été envisagé d’augmenter la température de couplage 
(60°C au lieu de 40°C) mais cela n’a pas conduit à une amélioration significative du rendement de 
couplage. Ce dernier est en revanche plus faible pour le conjugué 1 (38 %) pour des raisons encore 
inexpliquées (même lot de cluster pour les conjugués 1 et 3), sachant que l’intégrité des fonctions 
amines primaires des clusters Raft(RGD)4 et des fonctions esters activés du copolymère (AF109T1 
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dans ce cas) a été vérifiée (par ESI-MS et RMN 1H, respectivement). Quoi qu’il en soit, il a été choisi 
d’utiliser un copolymère plus récent CC030-R12 pour les autres réactions de couplage.  
Dans le cas des conjugués 1 et 3, les rendements de récupération (respectivement de 73 % et 
44 %) sont plus faibles que pour le conjugué 2 (88 %). Ceci s’explique sans doute par une moins 
grande perte de produit lors de la purification du composé 2 pour lequel l’étape de précipitation a 
été supprimée. 
I.1.4.  Conclusion sur l’élaboration des conjugués linéaires non fluorescents 
La réaction de couplage mise en œuvre entre le cluster peptidique et le squelette polymère a 
permis d’obtenir 4 conjugués purifiés possédant une densité croissante en cluster, allant de 0 à 
environ 6 clusters peptidiques par chaîne. Cette méthodologie a ensuite servi de base à la synthèse 
de conjugués fluorescents. 
I.2. Elaboration de conjugués linéaires fluorescents 
La synthèse des conjugués polymère-clusters peptidiques fluorescents a plusieurs objectifs : 
évaluer la sélectivité de ces conjugués vis-à-vis des intégrines αVβ3 par microscopie de fluorescence in 
cellulo (visualiser l’interaction des composés avec les cellules et éventuellement leur internalisation) 
puis étudier leur biodistribution et leur pharmacocinétique in vivo après injection chez la souris par 
des techniques d’imagerie optique du petit animal (cf. Chapitre II, I.3.2 à I.3.4).  
Choix du fluorophore : 
Pour cette étude, nous avons choisi d’utiliser un fluorophore absorbant et émettant dans la 
gamme du rouge lointain aux environs de 700 nm, la Cyanine5.5. L’utilisation de ces longueurs 
d’ondes permet en effet de minimiser l’absorption et l’auto-fluorescence des tissus biologiques et 
ainsi de faire de l’imagerie optique plus en profondeur in vivo (cf. Chapitre I, II-2). La Cyanine5.5 
(Figure II-7) a été choisie car ses propriétés optiques sont adaptées aux microscopes utilisés à 
l’Institut Albert Bonniot par l’équipe de Jean-Luc Coll. De plus, la Cyanine5.5 se caractérise par une 
brillance (produit du coefficient d’extinction molaire, ε, et du rendement quantique de fluorescence, 
φ) relativement élevée pour ce type de fluorophores. Enfin, elle est disponible commercialement 
avec un bras de couplage terminé par une fonction amine primaire, pour réaliser son couplage 
covalent sur les polymères. Deux Cyanines5.5 ont été testées : une provenant de Lumiprobe, l’autre 
de Fluoprobe qui se différencie de la première par la présence de 4 groupes sulfonates en position 
aromatique (Figure II-7). Cette dernière est globalement chargée négativement (4 charges négatives 
sulfonates pour 1 charge positive ammonium) et est beaucoup plus hydrophile que la Cyanine5.5 non 
sulfonatée (qui ne possède qu’une charge positive ammonium). Ainsi, la version tétrasulfonates est 
soluble en milieu aqueux (et dans le DMF), contrairement à la seconde qui n’est soluble que dans le 
DMF, DCM et DMSO. Ces deux versions de Cyanine5.5 ont permis d’étudier l’influence de la charge 
globale du fluorophore sur le comportement du conjugué en milieu biologique. Dans les deux cas, les 
étapes de synthèse, de purification et de caractérisation sont similaires.  
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Figure II-7 : Structures de la Cyanine5.5 (Lumiprobe) (A) et de la Cyanine5.5 tétrasulfonates (Fluoprobe) (B) 
utilisées pour la synthèse des conjugués polymère-Raft(cRGD)4 fluorescents. 
I.2.1.  Particularités de la synthèse de conjugués polymère-clusters fluorescents
La synthèse des conjugués polymère-Raft(cRGD)4 fluorescents est identique à celle des 
conjugués non fluorescents mais implique une étape supplémentaire de couplage covalent du 
fluorophore après le couplage des clusters peptidiques et avant l’étape de capping (Figure II-4). Le 
cluster Raft(cRGD)4 étant une molécule de masse molaire plus élevée que le fluorophore (environ 4 
000 g.mol-1 contre 1 000 g.mol-1), son couplage est toujours effectué en premier afin d’éviter 
d’éventuelles gênes stériques et pour optimiser son rendement de couplage.  
La seconde étape consiste à coupler de manière covalente le fluorophore via la fonction 
amine primaire de son bras de couplage qui est capable de réagir avec les esters activés résiduels du 
copolymère. La réaction de couplage du fluorophore est plus rapide que celle du cluster peptidique : 
molécule plus petite qui diffuse donc plus vite et meilleure accessibilité de la fonction amine primaire 
à l’extrémité d’un bras de couplage (en 2 fois C6 au lieu de C4 pour le cluster peptidique). Ainsi, la 
durée de couplage du fluorophore a été réduite (entre 2h et 4h). Les paramètres tels que la 
concentration du milieu (2 fois plus importante pour le cluster que pour le fluorophore), la 
température (20°C pour le fluorophore et 40°C pour le cluster) et le rapport molaire amines 
primaires/esters activés (0,039 pour le fluorophore et 0,045 pour le cluster) ne peuvent pas expliquer 
cette réaction plus rapide pour le fluorophore car ils sont moins favorables. 
I.2.2.  Détermination du nombre moyen de clusters Raft(cRGD)4 par chaîne, np 
Pour les conjugués polymère-Raft(cRGD)4 fluorescents, la caractérisation est plus délicate. Il 
n’a pas été possible de déterminer précisément le nombre moyen de Raft(cRGD)4 par chaîne à partir 
du spectre RMN 1H des conjugués finaux purifiés, car la présence du fluorophore complique 
grandement les calculs. En effet, certains signaux du fluorophore (comme ceux des aromatiques de la 
Cyanine5.5 ou Cyanine5.5 tétrasulfonate) ne sont pas visibles dans D20 et d’autres se superposent 
aux pics du polymère et du peptide. Or, pour déterminer le nombre moyen de Raft(cRGD)4 par 
chaîne, il est nécessaire d’avoir une attribution fine des signaux. Une analyse dans d’autres solvants 
deutérés a été envisagée mais le conjugué est insoluble dans CDCl3 et les solvants comme le DMF-d7 
ou le DMSO-d6 génèrent des pics dans des zones pertinentes du spectre. De plus, ils nécessitent de 
re-purifier les conjugués après analyse (perte éventuelle de produit).  
Pour pallier à ces problèmes, nous avons choisi de prélever une partie du milieu réactionnel 
A) B)
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juste avant l’ajout du fluorophore (Figure II-4). L’échantillon ainsi obtenu a été directement cappé 
avant de déterminer np par RMN 1H (en suivant la même méthode que pour les conjugués non 
fluorescents, Annexe 4). On peut très raisonnablement considérer que la valeur de np de cet 
échantillon est identique à celle du conjugué fluorescent correspondant. Le couplage du cluster 
Raft(cRGD)4 ayant été réalisé pendant 5 jours, il semble très peu probable que np change 
significativement pendant les 2 à 4h de couplage du fluorophore.  
Dans ces conditions, il a été déterminé que les conjugués 5 et 6 ont respectivement un 
nombre moyen de clusters Raft(cRGD)4 par chaîne de 4,2 et 4,8. 
I.2.3.  Détermination du nombre moyen de fluorophores par chaîne, nf  
En ce qui concerne le nombre moyen de fluorophore par chaîne, nf, il est également difficile à 
déterminer par RMN 1H vu la complexité du spectre.  
Le rendement de couplage du fluorophore a donc été quantifié en utilisant une méthode 
basée sur la chromatographie d’exclusion stérique CES (dans le DMF) couplée à un détecteur 
UV/visible9. Puis, connaissant le nombre initial d’équivalents en fluorophore, il est possible de 
calculer le nombre moyen de fluorophores par chaîne. Toutefois, dans ce cas précis, la présence du 
cluster Raft(cRGD)4 provoque l’adsorption irréversible des conjugués sur la phase stationnaire des 
colonnes de CES (aucun pic de conjugué visible). Nous avons donc décidé de synthétiser des 
analogues aux conjugués fluorescents mais sans cluster Raft(cRGD)4 pour déterminer le rendement 
de couplage des fluorophores et nf (en supposant qu’ils sont identiques avec ou sans étape de 
couplage de peptide au préalable) : composé 7 (Cyanine5.5) et composé 8 (Cyanine5.5 
tétrasulfonates) (Figure II-8). Ces polymères fluorescents seront très utiles par ailleurs pour servir de 
contrôle lors des évaluations biologiques (cf. Chapitre II, I.3.2 à I.3.3). 
 
Figure II-8 : Conjugués fluorescents sans cluster Raft(cRGD)4. 
L’évolution du rendement de couplage (Rdt) du fluorophore sur le copolymère est suivie lors 
de la réaction, à partir des chromatogrammes de différents prélèvements (Figure II-9, A). La réaction 
est stoppée lorsque le plateau de la courbe cinétique est atteint.  
L’équation 2 est utilisée pour déterminer le rendement de couplage Rdt (en considérant que le 
coefficient d’extinction molaire du fluorophore est identique, qu’il soit couplé sur la chaîne polymère 
ou non) qui permet ensuite de remonter au nombre moyen de fluorophores par chaîne polymère nf à 
l’aide de l’équation 3 : 
  𝑅𝑑𝑡 =  
𝐴𝑓𝑐 ×100
𝐴𝑓𝑐+𝐴𝑓𝑙
  (Equation 2), d’où  𝑛𝑓 =  
𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑜𝑝ℎ𝑜𝑟𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑟𝑜𝑑𝑢𝑖𝑡
𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑜𝑙𝑦𝑚è𝑟𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑟𝑜𝑑𝑢𝑖𝑡 
 ×  𝑅𝑑𝑡 (Equation 3) 
Conjugué 7 Conjugué 8
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Où 𝐴𝑓𝑐 est l’aire sous le pic 1 (Figure II-9, B) correspondant aux fluorophores couplés sur le 
copolymère et 𝐴𝑓𝑙  est l’aire sous le pic 2 correspondant aux fluorophores libres. 
 
Figure II-9 : Courbes cinétiques du couplage de fluorophores pour les conjugués 7 et 8 (A) et chromatogrammes 
CES/UV-Visible enregistrés à 673 nm lors de la synthèse du conjugué 7 : B) après 2h de couplage (1 : pic 
correspondant aux fluorophores couplés sur le copolymère ; 2 : pic correspondant aux fluorophores libres) ; C) 
après purification par dialyse.  
Le rendement de couplage est de 64 % pour la Cyanine5.5 et de 62 % pour la Cyanine5.5 
tétrasulfonates ; en conséquence, les conjugués 7 et 8 portent respectivement 3,1 et 3,7 
fluorophores par chaîne en moyenne.  
Les rendements de couplage obtenus sont très similaires pour les deux types de Cyanine5.5 
et sont acceptables. Il semble qu’une proportion de fluorophore ne soit pas capable de se coupler sur 
le copolymère. Etant donné le large excès de fonctions esters activés (156,7 par chaîne en moyenne) 
par rapport aux fluorophores (environ 5 équivalents par chaîne) et l’excellente solubilité des réactifs, 
le couplage ne semble pas limité par la disponibilité des fonctions esters activés. Des tests ont été 
effectués en ajoutant quelques équivalents de DIPEA supplémentaires pendant le couplage pour 
essayer d’exacerber la réactivité des fonctions amines primaires portées par les fluorophores mais 
sans succès. Il est possible que seule une partie des fluorophores commerciaux soit correctement 
fonctionnalisée par la fonction amine primaire ou qu’une proportion d’entre eux se soit dégradée au 
stockage ou pendant le couplage. Dans le cas d’une dégradation, celle-ci impacterait sans doute 
uniquement la fonction amine primaire car le spectre d’absorption du fluorophore n’est pas modifié, 
suggérant que le cœur chromophorique est resté intact. Des analyses RMN 1H n’ont pas permis de 
démontrer la présence de fluorophores non fonctionnels. Lors de tests annexes, nous avons pu 
observer une dégradation du fluorophore (ensemble de la structure) mais uniquement dans des 
conditions beaucoup plus basiques que celles mises en place lors du couplage (pH 12 au lieu de 8). 
Des études plus poussées seraient donc nécessaires pour comprendre la limite atteinte par le 
rendement de couplage des fluorophores. 
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Ces résultats de couplage ont été extrapolés aux cas des conjugués fluorescents porteurs de 
clusters Raft(cRGD)4 (conjugués 5 et 6, obtenus dans les mêmes conditions). Cela suppose que la 
présence des clusters sur la chaîne polymère n’interfère pas avec le couplage des fluorophores 
(interactions d’ordre stérique ou électrostatique, effets hydrophobes). Cependant, compte-tenu du 
grand nombre de fonctions esters activés encore disponibles par chaîne après le couplage des 
clusters et de la relative faible masse molaire (autour de 1 000 g.mol-1) des fluorophores, il a été 
estimé que la présence des clusters n’avait pas d’impact significatif sur le rendement de couplage du 
fluorophore.  
I.2.4.  Purification des conjugués polymère-clusters peptidiques fluorescents 
Contrairement à la purification des conjugués non fluorescents pour lesquels l’ultrafiltration 
a été privilégiée car elle est beaucoup plus rapide que la dialyse, dans le cas des conjugués 
fluorescents, il est préférable d’utiliser la dialyse. En effet, suivant la nature des fluorophores, les 
conjugués fluorescents peuvent avoir tendance à s’adsorber légèrement sur les membranes 
d’ultrafiltration lors de la centrifugation ce qui favorise la perte de produit.  
La purification par dialyse permet d’éliminer très efficacement les fluorophores non couplés 
(disparition du pic correspondant aux fluorophores libres, Figure II-9, C), sans entraîner de perte de 
conjugué. Les rendements de récupération sont de 95 % et 98 % respectivement pour les conjugués 
non fluorescents 7 et 8 et de 95 % et 96 % respectivement pour les conjugués polymère-Raft(cRGD)4 
fluorescents 5 et 6. 
I.2.5.  Caractérisation optique des conjugués polymère-clusters fluorescents 
Une évaluation préliminaire des propriétés de fluorescence du conjugué 7 a été réalisée lors 
de mon séjour au sein de l’équipe de José Paulo Farinha au « Centro de Quimica Fisica Molecular » 
de l’Instituto Superior Técnico de Lisbonne. 
 
Figure II-10 : Superposition des spectres d’absorption et d’émission de fluorescence normalisés de la Cyanine5.5 
libre et du conjugué 7 enregistrés dans un mélange eau/éthanol (95/5 ; v/v) (Absorbance de la Cyanine5.5 libre : 
bleu ; Absorbance du conjugué 7 : rouge ; Emission de la Cyanine5.5 libre : vert ; Emission du conjugué 7 : 
violet). 
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Les mesures ont été envisagées en milieu aqueux. Cependant, la Cyanine5.5 étant infiniment 
peu soluble dans l’eau, il a d’abord été nécessaire de la dissoudre dans un minimum d’éthanol puis 
de diluer avec de l’eau (eau/éthanol : 95/5 : v/v). Le couplage de la Cyanine5.5 sur le copolymère 
entraine une modification de son spectre d’absorption (Figure II-10). La bande d’absorption centrée 
sur 633 nm, relativement faible pour la Cyanine5.5 libre, est plus importante pour le conjugué, ce qui 
pourrait s’expliquer par une modification de la structure vibrationnelle du chromophore (notamment 
de ses capacités rotationnelles suite à son couplage sur le polymère). Les spectres d’émission de 
fluorescence (excitation à 633 nm) sont en revanche identiques. Un très léger décalage (5 nm) vers le 
rouge des spectres du conjugué 7 par rapport à ceux de la Cyanine5.5 est observé. Le coefficient 
d’extinction molaire du conjugué 7 est supérieur à celui de la Cyanine5.5 pour les longueurs d’ondes 
d’absorption maximale et d’excitation utilisée (Tableau II-3). En revanche, le coefficient d’extinction 
molaire de chaque fluorophore couplé est environ deux fois inférieur à celui du fluorophore libre 
pour la longueur d’onde d’absorption maximale alors qu’ils sont presque identiques pour la longueur 
d’onde d’excitation. Le rendement quantique de fluorescence du conjugué (c'est-à-dire de chaque 
chromophore couplé) est deux fois plus faible que celui de la Cyanine5.5. Comme cela est 
généralement observé9-12, le couplage de plusieurs fluorophores sur le copolymère induit une 
diminution du rendement quantique de fluorescence à cause de phénomènes de self-quenching. 
Cependant, cela permet d’obtenir des composés de brillance améliorée du fait de l’augmentation 
importante du coefficient d’extinction molaire.  
Tableau II-3 : Comparaison des principales caractéristiques spectroscopiques de la Cyanine5.5 et du conjugué 7 
déterminées dans un mélange eau/éthanol (95/5 ; v/v).  
 
ε par fluorophore = ε conjugué à λ max abs/nf ; λ excitation : longueur d’onde d’excitation utilisée pour réaliser les mesures ; 
φF : rendement quantique de fluorescence ; Brillance = φF  ε λ excitation ; * : déterminé en tampon aqueux13. 
Note : Les résultats de rendements quantiques et de brillances sont toutefois relatifs. En effet, le 
rendement quantique de fluorescence de la Cyanine5.5 utilisé comme référence (marqué par un 
astérisque dans le tableau II-3) a été déterminé dans un solvant différent (tampon aqueux) et à une 
autre longueur d’onde d’excitation.  
I.2.6.  Conclusion sur l’élaboration des conjugués linéaires fluorescents 
Le marquage des conjugués polymère-clusters par des fluorophores est relativement simple 
mais cela complexifie grandement la caractérisation. L’obtention des deux conjugués polymère-
clusters fluorescents, porteurs d’environ 4 Cyanine5.5 (tétasulfonates ou non) avec des 
caractéristiques très proches (np, nf… (cf. Chapitre II, Tableau II-2)) et de leurs homologues sans 
peptide va permettre l’utilisation de techniques de microscopie de fluorescence pour les évaluations 
biologiques.   
Echantillon nf λmax absption
(nm)
ε conjugué 
(λ max abs)
(M-1.cm-1)
ε par fluorophore
(λ max abs)
(M-1.cm-1)
ε conjugué
(M-1.cm-1) 
à 633 nm 
(λ excitation)
ε par fluorophore
(M-1.cm-1)
à 633 nm 
(λ excitation)
λmax émission
(nm)
φF Brillance 
(M-1.cm-1)
Cy5.5 / 678 120 800 / 58 700 / 698 0,28* 16 436
Conjugué 7 3,1 682 197 500 63 700 184 800 59 600 703 0,14 25 872
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I.3. Evaluations biologiques des conjugués linéaires polymère-clusters peptidiques 
Les évaluations biologiques ont tout d’abord pour objectif de déterminer si les clusters 
peptidiques Raft(cRGD)4 conservent leur affinité pour les intégrines αvβ3 après leur couplage sur les 
chaînes polymères et d’évaluer l’influence du nombre moyen de clusters peptidiques par chaîne (np) 
sur cette affinité. Pour cela, les quatre conjugués polymère-clusters non fluorescents ont été 
confrontés au cluster Raft(cRGD)4 seul lors d’un test d’inhibition de l’adhésion cellulaire présenté au 
début de cette partie.  
Dans un second temps, nous avons cherché à déterminer si les conjugués avaient la capacité 
de s’internaliser de manière sélective dans des cellules sur-exprimant les intégrines αvβ3. Ainsi, les 
conjugués polymère-clusters fluorescents ont été comparés au cluster peptidique Raft(cRGD)4 seul 
(marqué par la Cyanine5.5 tétrasulfonates) par microscopie confocale et cytométrie en flux sur 
plusieurs lignées cellulaires. Les résultats obtenus seront présentés en deuxième partie. 
L’ensemble de ces évaluations biologiques ont été réalisés en collaboration avec Maxime 
Henry et Thibault Jacquet appartenant à l’équipe de Jean-Luc Coll de l’Institut Albert Bonniot de 
Grenoble. 
I.3.1.  Evaluation de l’affinité pour les intégrines αvβ3 lors de tests d’inhibition de l’adhésion 
cellulaire 
Les quatre conjugués polymère-peptide non fluorescents 1, 2, 3 et 4 comportant en moyenne 
respectivement 1,5, 4,2, 5,9 et 0 clusters Raft(cRGD)4 par chaîne ont été confrontés au cluster 
Raft(cRGD)4 seul pour comparer leur affinité envers les intégrines αvβ3. 
Pour cela, des tests d’inhibition de l’adhésion cellulaire optimisés par l’équipe de Jean-Luc 
Coll à l’Institut Albert Bonniot de Grenoble ont été réalisés. Ils consistent à mesurer la capacité des 
composés synthétiques à se lier aux intégrines αvβ3 des cellules quand ils sont en compétition avec 
leur ligand naturel préférentiel, la vitronectine (Figure II-11). Les cellules utilisées sont des cellules 
humaines embryonnaires du rein, HEK293-β3, qui sur-expriment l’intégrine αvβ3.  
I.3.1.1. Description du test et résultats 
Concrètement, une couche de vitronectine est adsorbée au fond du puits (plaque 96 puits) 
avant une passivation avec de la BSA (Albumine de Sérum Bovin) (Figure II-11). Puis, les composés à 
tester sont incubés avec la vitronectine en présence de cellules HEK293-β3 (25 000 ou 50 000 cellules 
par puits). Les cellules et les composés restés en suspension sont ensuite éliminés par lavage. Les 
cellules adhérant à la vitronectine, restant au fond du puits, sont fixées avant d’être colorées avec du 
bleu de méthylène. Après lavage, les cellules sont lysées avec une solution d’acide chlorhydrique à 
0,1 M. L’intensité de la coloration bleue de chaque puits (lecteur de D.O.) est proportionnelle au 
nombre de cellules adhérant à la vitronectine. En comparant les résultats obtenus avec un puits 
témoin (cellules seules sans composé) et ceux obtenus en présence de conjugué, il est alors possible 
de déterminer un pourcentage d’inhibition de l’adhésion des cellules HEK293-β3 à la vitronectine.  
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Figure II-11 : Schéma des principales étapes du test d’inhibition de l’adhésion des cellules HEK293-β3 à la 
vitronectine. 
Chaque composé a été évalué à 9 concentrations différentes en cluster Raft(cRGD)4 
comprises entre 0,1 et 10 000 nmol.L-1 (nM) (trois puits pour chaque concentration) (Figure II-12). Il 
est très important de noter que ce sont des concentrations exprimées en cluster peptidique 
Raft(cRGD)4 et non des concentrations en composé. Par exemple, pour être à concentration 
équivalente en cluster Raft(cRGD)4, le conjugué polymère-Raft(cRGD)4 porteur de 4,2 Raft(cRGD)4 par 
chaîne en moyenne est testé à des concentrations en composé 4,2 fois moindre que le cluster 
Raft(cRGD)4 seul.  
 Pour faciliter la comparaison des résultats, ils ont été représentés sous différentes formes. La 
Figure II-12 résume l’ensemble des données expérimentales avec leurs écarts types et les courbes 
maîtresses correspondant à un modèle de fonction sigmoïde14 :  
  𝑦 = 𝐷 +  
𝐴 −𝐷
1 + (
𝑥
𝐶
)
𝐵    (Equation 4) 
Où x : concentration en cluster Raft(cRGD)4, A : asymptote minimale, B : pente, C : point d’inflexion, 
D : asymptote maximale et y : pourcentage de cellules adhérentes à la vitronectine. 
Si les composés testés ont une affinité avec les intégrines αvβ3, une diminution du 
pourcentage de cellules adhérentes à la vitronectine est alors observée lorsque la concentration du 
composé augmente. Cette affinité est d’autant plus importante que la diminution se produit à des 
concentrations faibles. Pour mieux comparer quantitativement les différents composés, on note la 
concentration IC50 (en anglais « inhibition concentration ») exprimée en cluster Raft(cRGD)4, à 
laquelle 50 % de l’adhésion cellulaire à la vitronectine est inhibée (IC50 correspond à la valeur de C de 
la courbe maîtresse). Par ailleurs, la concentration IC50 en conjugué est obtenue en divisant la valeur 
précédente par np (Tableau II-4). 
Vitronectine
BSA
Composé
peptidique
Cellules
Colorant
Intégrine αvβ3
HCl 0,1 M
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Figure II-12 : Pourcentage de cellules adhérentes en fonction de la concentration en cluster Raft(cRGD)4 pour le 
cluster seul et pour les différents conjugués 1, 2, 3 et 4. 
Lors de ces évaluations biologiques, il est indispensable de vérifier que les interactions entre 
les conjugués et les cellules sont bien dues au couple Raft(cRGD)4/intégrine αVβ3, autrement dit que 
le polymère n’induit pas d’interaction non spécifique. Ainsi, pour le conjugué 4 (référence qui ne 
comporte pas de cluster peptidique), le pourcentage de cellules adhérentes reste proche de 100 % 
sur toute la gamme de concentrations testées (Figure II-12, aucune valeur d’IC50 ne peut être 
déterminée dans ce cas). Le polymère n’induit donc pas d’interaction non spécifique avec les 
intégrines αvβ3 et les cellules.  
Il est également important de confirmer que les interactions observées sont bien dues aux 
motifs RGD. Pour cela, il serait possible de vérifier que des conjugués similaires porteurs de 
Raft(cRAD)4 n’ont pas d’interaction avec les cellules. Toutefois, pour ces tests biologiques 
préliminaires, nous avons jugé que ce contrôle n’était pas prioritaire sachant que des travaux 
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antérieurs15, dans des conditions similaires, avaient déjà montré la spécificité d’interaction du cluster 
Raft(cRGD)4 avec les intégrines αvβ3 par le motif RGD. 
Pour chaque courbe, les résultats pour des concentrations en conjugué peuvent être déduits 
des résultats pour des concentrations en cluster en utilisant l’équation 5 suivante : 
𝐶𝑐𝑜𝑛𝑗𝑢𝑔𝑢é 𝑋 =  
𝐶𝑐𝑙𝑢𝑠𝑡𝑒𝑟 𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑖𝑞𝑢𝑒
𝑛𝑝 𝑑𝑢 𝑐𝑜𝑛𝑗𝑢𝑔𝑢é 𝑋
  (Equation 5) 
Avec 𝐶𝑐𝑜𝑛𝑗𝑢𝑔𝑢é 𝑋 : concentration en conjugué X ; 𝐶𝑐𝑙𝑢𝑠𝑡𝑒𝑟 𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑖𝑞𝑢𝑒 : concentration en cluster 
peptidique ; 𝑛𝑝 𝑑𝑢 𝑐𝑜𝑛𝑗𝑢𝑔𝑢é 𝑋 : nombre moyen de clusters peptidiques par chaîne polymère pour le 
conjugué X. 
La superposition des courbes est présentée sur la figure II-13. Les IC50 sont regroupés dans le 
tableau II-4 et sur les histogrammes de la figure II-14 qui mettent en évidence l’efficacité relative des 
différents conjugués par rapport au cluster Raft(cRGD)4 seul.  
 
Figure II-13 : Superposition des courbes obtenues pour la détermination des IC50 des différents composés à 
partir des tests d’inhibition de l’adhésion cellulaire : A) représentation en fonction de la concentration en 
clusters Raft(cRGD)4 ; B) représentation en fonction de la concentration en conjugués.  
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Tableau II-4 : Comparaison des valeurs de IC50 exprimées en Raft(cRGD)4 et en conjugué. 
Composés np 
densité 
moyenne* 
IC50 en Raft(cRGD)4 
(nM) 
Efficacité relative 
en  Raft(cRGD)4 
IC50 en conjugué 
(nM) 
Efficacité relative 
en  conjugué 
Raft(cRGD)4 seul / / 186 ± 26 1 186 1 
Conjugué 1 1,5 0,003 441 ± 74 0,4 294 0,6 
Conjugué 2 4,2 0,011 33 ± 5 5,6 8 23,3 
Conjugué 3 5,9 0,015 98 ± 19 1,9 17 10,9 
* La densité moyenne est égale à np divisé par le DPn du squelette polymère (modèle de chaîne complètement 
étiré). 
IC50 en Raft(cRGD)4 : concentration en cluster nécessaire pour inhiber 50 % de l’adhésion cellulaire à la 
vitronectine ; IC50 en conjugué : concentration en conjugué nécessaire pour inhiber 50 % de l’adhésion 
cellulaire à la vitronectine ; Efficacité relative (exprimée soit en concentration en Raft(cRGD)4, soit en 
concentration en conjugué) :  IC50 du cluster Raft(cRGD)4 seul divisé par l’IC50 du conjugué X ; np : nombre 
moyen de clusters Raft(cRGD)4 par chaîne polymère. 
 
Figure II-14 : Comparaison des IC50 en Raft(cRGD)4 (A) et en conjugué (C) et des efficacités relatives en 
Raft(cRGD)4 (B) et en conjugué (D). 
Le cluster Raft(cRGD)4 seul fait office de référence pour cette étude et les composés sont 
comparés selon deux aspects principaux, l’affinité par composé quantifiée par l’IC50 en composé et 
l’affinité par Raft(cRGD)4 quantifiée par l’IC50 en Raft(cRGD)4 (Tableau II-4 et Figure II-14). Le conjugué 
2 (np = 4,2) présente la meilleure efficacité pour se lier aux intégrines αvβ3 suivi par le conjugué 3 (np 
= 5,9) puis par le Raft(cRGD)4 seul et pour finir le conjugué 1 (np = 1,5). Les conjugués 2 et 3 ont 
respectivement une efficacité 23 fois et 11 fois plus élevée que le cluster Raft(cRGD)4 seul, alors que 
le conjugué 1 est 1,6 fois moins efficace. 
De la même manière, si on se réfère aux IC50 en cluster peptidique, les clusters Raft(cRGD)4 
portés par le conjugué 2 se lient plus efficacement aux intégrines que ceux du conjugué 3 eux-mêmes 
plus efficacement qu’un cluster Raft(cRGD)4 libre (IC50 respectivement 5,6 et 1,9 fois inférieurs). Les 
clusters Raft(cRGD)4 portés par le conjugué 1 possèdent la moins bonne efficacité (IC50 environ 2,4 
fois plus élevé que le Raft(cRGD)4 libre).  
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Les deux principales différences entre les conjugués et le cluster Raft(cRGD)4 libre sont la 
présence du polymère et la multivalence en clusters Raft(cRGD)4. Plusieurs paramètres peuvent 
permettre d’analyser les résultats plus en détail. 
I.3.1.2. Analyse des aspects stériques et des effets de multivalence 
Pour tenter de visualiser ce que représente les dimensions principales des conjugués et leurs 
densités en clusters Raft(cRGD)4, on peut envisager le modèle théorique où les clusters Raft(cRGD)4 
seraient répartis régulièrement le long d’une chaîne polymère totalement dépliée (Figure II-15).  
 
Figure II-15 : Comparaison des principales dimensions des conjugués 2 et 3, du cluster Raft(cRGD)4 et de la 
partie extracellulaire de l’intégrine αvβ3. Il est important de noter que les représentations des conjugués avec la 
chaîne polymère totalement dépliée et une répartition régulière des Raft(cRGD)4 le long de la chaîne suit un 
modèle théorique. La longueur de la chaîne polymère est estimée en multipliant la longueur d’une liaison C-C 
(0,137 nm) par le nombre de liaisons C-C du squelette polymère. Les dimensions du cluster Raft(cRGD)4 sont 
tirées de la Thèse d’Adrien Grassin16 et celles de la partie extracellulaire de l’intégrine αvβ3 d’un article où elles 
ont été déterminées par cristallographie17. 
Il est ainsi possible de voir qu’un polymère de cette taille peut potentiellement accueillir un 
grand nombre de clusters Raft(cRGD)4. Selon ce modèle, la distance moyenne entre 2 clusters 
Raft(cRGD)4 est de 32 nm pour le conjugué 2 et de 18 nm pour le conjugué 3, ce qui semble indiquer 
une faible densité en Raft(cRGD)4 dans les deux cas. Il faut cependant garder à l’esprit que la chaîne 
polymère flexible n’est jamais totalement dépliée mais plutôt sous la forme d’une pelote statistique 
plus ou moins expansée en fonction de la nature et du nombre de groupements différents présents 
le long de la chaîne et des interactions (électrostatiques, stériques, effets hydrophobes) qui se 
mettent en place entre eux18. De plus, le nombre de clusters Raft(cRGD)4 par chaîne est un nombre 
moyen et ils sont répartis aléatoirement sur les unités NAS des copolymères. Le grand nombre de 
paramètres influant sur la conformation des conjugués rend très difficile l’estimation de la distance 
spatiale entre 2 clusters Raft(cRGD)4 et de leur densité spatiale. La détermination précise de la taille 
et de la conformation est très compliquée pour des composés dont la taille est aussi faible. La 
diffusion quasi-élastique de la lumière ne permet pas de les détecter et utilise un modèle sphérique 
pour la détermination de la taille qui n’est pas forcément très adapté. La technique de diffusion 
statique de la lumière (DSL) pourrait peut-être le permettre mais elle est également très difficile à 
32 nm 32 nm32 nm
107 nm
2,5 nm
18 nm 18 nm18 nm 18 nm18 nm
Conjugué 2
Conjugué 3
a = 2,47 nm
b = 1,8 nm
c = 0,5 nm
d = 1 nm
Raft(cRGD)4
Partie extracellulaire de l’intégrine αVβ3
b
c
d
a
Tête
Queues
9 nm
16 nm
2 nm 
de diamètre
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
88 
mettre en œuvre (influence de poussières dans les solutions aqueuses de ces composés). L’utilisation 
de la RMN DOSY est une alternative à envisager. 
I.3.1.2.1. Aspects stériques 
La présence du polymère crée une différence considérable entre les conjugués et le cluster 
Raft(cRGD)4 libre. En effet, le polymère conduit à des conjugués beaucoup plus volumineux et moins 
mobiles, ce qui peut rendre l’interaction Raft(cRGD)4/intégrine moins probable. De plus, suivant la 
conformation adoptée par le polymère, il est possible qu’il camoufle partiellement les clusters 
Raft(cRGD)4, ce qui entraînerait une diminution de leur efficacité (Figure II-16, A).  
Par contre, la grande taille du polymère peut s’avérer bénéfique pour l’inhibition de 
l’adhésion cellulaire après que le conjugué se soit lié à une intégrine. En effet, le polymère peut alors 
s’interposer entre la membrane cellulaire et la couche de vitronectine adsorbée et ainsi empêcher 
l’accessibilité de plusieurs intégrines environnantes, par gêne stérique (Figure II-16, B).   
Figure II-16 : Représentation schématique des aspects stériques pouvant influencer les tests d’inhibition de 
l’adhésion cellulaire. Effet négatif : dissimulation de certains clusters Raft(cRGD)4 par le polymère (A). Effet 
positif : écran créé par le polymère entre la cellule et la couche de vitronectine (B). 
I.3.1.2.2. Effets de multivalence 
Parmi les effets de multivalence, il est possible de distinguer les effets de réassociation 
statistiques, l’effet coopératif et l’effet de clusterisation19 (cf. Chapitre I, III.2.2).  
Effets de réassociation statistique 
La présentation multivalente des clusters Raft(cRGD)4 sur les conjugués engendre une 
concentration locale en cycle RGD encore plus élevée que dans le cas du cluster Raft(cRGD)4 seul. 
Ainsi, lorsqu’un des cycles RGD du conjugué se lie à une intégrine, s’il vient à se détacher, il y a une 
forte probabilité pour qu’un autre cycle RGD du conjugué (appartenant au même cluster ou à un 
cluster voisin) se lie immédiatement à la même intégrine (Figure II-17). Le conjugué est donc lié plus 
durablement à la même intégrine.  
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Figure II-17 : Représentation schématique des effets de multivalence offerts par le conjugué par réassociation 
statistique (gauche : au sein d’un même cluster ; droite : entre deux clusters voisins). 
  Effets coopératif et de clusterisation 
La tête de la partie extracellulaire de l’intégrine αvβ3 où se lie le motif RGD a des dimensions 
d’environ 60 Å par 45 Å17 (Figure II-15) beaucoup plus petites que celles du polymère (longueur 
maximale de la chaîne dépliée de 107 nm). Ainsi, un conjugué porteur de plusieurs clusters peut très 
probablement se lier à plusieurs intégrines en même temps (Figure II-18).  
 
Figure II-18 : Représentation schématique d’un conjugué polymère-clusters lié à plusieurs intégrines en même 
temps.  
Ainsi, lorsqu’un conjugué multivalent se lie à une intégrine par un de ses clusters 
Raft(cRGD)4, les autres clusters portés par le même polymère se retrouvent proches de la surface 
membranaire et leur probabilité de se lier à une autre intégrine est accrue. Ce phénomène, que l’on 
qualifie d’effet coopératif, favorise une diminution de la fréquence de dissociation du conjugué et 
contribue à l’augmentation de son affinité. 
Les récepteurs de type intégrines disposent d’une certaine mobilité au niveau de la surface 
membranaire et leur distribution membranaire ainsi que la formation de clusters de récepteurs 
semblent dépendantes de la présence de substrats présentant une multivalence de ligands20. Il est 
par conséquent parfaitement raisonnable de penser que les conjugués multivalents peuvent induire 
un effet de clusterisation des intégrines αVβ3. 
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I.3.1.2.3. Discussion 
Les aspects stériques concernent les trois conjugués polymère-clusters Raft(cRGD)4. Ils sont 
prépondérants dans le cas du conjugué 1 qui ne bénéficier pas (ou très peu) d’un deuxième niveau 
de multivalence étant donné qu’il possède seulement 1,5 Raft(cRGD)4 par chaîne en moyenne. Sa 
faible efficacité de liaison aux intégrines αvβ3 (0,6 comparé à 1 pour le cluster libre) pourrait 
s’expliquer dans ce cas par un effet défavorable de la présence du polymère (limitation de la mobilité 
et/ou dissimulation des clusters Raft(cRGD)4). 
En revanche, les conjugués 2 et 3, avec respectivement 4,2 et 5,9 Raft(cRGD)4 par chaîne en 
moyenne, possèdent 2 niveaux de multivalence, d’où un effet de réassociation statistique plus 
important que le Raft(cRGD)4 seul auquel s’ajoute probablement un effet coopératif des Raft(cRGD)4 
et un effet clustering des intégrines. L’ensemble de ces effets contrebalancent largement les effets 
stériques défavorables de la chaîne polymère puisqu’il induit une augmentation très significative de 
leur efficacité de liaison aux intégrines αvβ3 (d’un facteur 23 et 11, respectivement, comparé à 1 pour 
le cluster libre).    
Il faut noter que le conjugué 3 présente une moins bonne efficacité que le conjugué 2 
(rapportée à la concentration en conjugué ou en cluster Raft(cRGD)4). Comme le conjugué 3 a une 
densité moyenne en clusters Raft(cRGD)4 plus élevée que le conjugué 2 (0,015 au lieu de 0,011 
(Tableau II-4)), on aurait pu s’attendre à voir l’efficacité s’accroitre encore. Cependant, il est possible 
qu’à partir d’une certaine densité moyenne, les Raft(cRGD)4 soient suffisamment proches pour que 
certains d’entre eux aient une efficacité quasiment nulle. 
I.3.1.3. Conclusion sur l’évaluation biologique des conjugués linéaires non fluorescents 
Cette étude a permis de montrer que la présentation multivalente de Raft(cRGD)4 par les 
conjugués polymère-clusters permet d’obtenir une affinité accrue pour les intégrines αvβ3 non 
seulement par conjugué mais également par Raft(cRGD)4. Le conjugué polymère-clusters avec 4,2 
Raft(cRGD)4 par chaîne en moyenne présente la meilleure affinité. L’étude devra être complétée avec 
des conjugués contrôles porteurs de Raft(cRAD)4 pour confirmer la spécificité de l’interaction due au 
motif RGD. Il serait également intéressant d’explorer une gamme de conjugués plus vaste, 
notamment en augmentant la taille du copolymère et/ou le nombre moyen de clusters Raft(cRGD)4 
par chaîne afin de mieux étudier l’influence de la densité en cluster peptidique le long de la chaîne 
polymère, sur l’affinité envers les intégrines αvβ3.   
Afin de compléter cette évaluation biologique, nous avons tiré parti des conjugués 
fluorescents précédemment décrits (cf. Chapitre II, I.2) pour réaliser des études in cellulo par 
microscopie optique et par cytométrie en flux.  
I.3.2.  Etude in cellulo des conjugués polymère-clusters Raft(cRGD)4 fluorescents par 
microscopie confocale 
L’utilisation de la microscopie confocale nous a permis de localiser les composés fluorescents 
(Tableau II-5) lorsqu’ils sont incubés avec différents types cellulaires et d’évaluer s’ils interagissent 
avec les cellules et s’ils sont internalisés. En effet, la liaison au ligand multivalent peut engendrer des 
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phénomènes cellulaires comme l’endocytose21, 22 et le cluster Raft(cRGD)4 a des propriétés 
d’internalisation récepteur-dépendante3, 23. La comparaison des conjugués avec et sans cluster 
Raft(cRGD)4 a permis de vérifier la spécificité du marquage induit par l’interaction 
Raft(cRGD)4/intégrine αVβ3. Plusieurs lignées cellulaires présentant ou non des intégrines αvβ3 ou αvβ1 
en surface (Tableau II-6) ont été utilisées de manière à estimer la sélectivité des composés. 
Concrètement, les tests consistent à faire adhérer les cellules sur une lame de microcopie 
recouverte de vitronectine, avant de les mettre en présence du composé (à 3 concentrations : 0,1 ; 1 
et 10 µM). Après rinçage, les cellules sont fixées et leurs noyaux sont marqués avec du Hoechst. 
Après rinçage, les cellules sont observées en microscopie confocale.  
Tableau II-5 : Récapitulatifs des caractéristiques des conjugués linéaires fluorescents polymère-Raft(cRGD)4. 
Conjugués Mn (g.mol
-1
) np Fluorophore nf 
Raft(cRGD)4 5060 / Cyanine5.5 tétrasulfonates / 
5 79 900 4,2 Cyanine5.5 3,6 
6 83 800 4,8 Cyanine5.5 tétrasulfonates 3,7 
7 63 900 0 Cyanine5.5 3,1 
8 65 800 0 Cyanine5.5 tétrasulfonates 3,7 
Mn : Masse molaire moyenne en nombre du conjugué ; np : nombre moyen de Raft(cRGD)4 par conjugué 
déterminé par RMN 1H ; nf : nombre moyen de fluorophores par conjugué déterminé par CES/UV-visible.  
 
 
Tableau II-6 : Niveau d’expression (qualitatif) des intégrines αvβ3 et αvβ1 en fonction des lignées cellulaires 
utilisées pour les évaluations par microscopie de fluorescence et par cytométrie en flux. 
Lignées 
cellulaires 
Expression de 
l’intégrine αvβ3 
Expression de 
l’intégrine αvβ1 
Types de cellules 
Hekβ3 ++++ - Cellules rénales embryonnaires humaines modifiées 
Hekβ1 -- ++++ Cellules rénales embryonnaires humaines modifiées 
M21 ++ - Cellules de mélanome humain 
M21L - + Cellules de mélanome humain 
U87 ++ + Cellules de glioblastome humain 
Niveau d’expression : - faible ; + moyen ; ++ élevé ; ++++ très élevé. 
Les conjugués 5 et 7 sont comparés au cluster Raft(cRGD)4 également fluorescent sur 4 
lignées cellulaires choisies pour leur robustesse et la facilité de leur culture : Hekβ3, Hekβ1, M21 et 
M21L. Tout comme les cellules Hekβ3, les cellules M21 expriment les intégrines αvβ3 mais dans une 
moindre mesure (Tableau II-6). Au contraire, les cellules Hekβ1 et M21L n’expriment pas (ou très 
faiblement) les intégrines αvβ3, mais expriment les intégrines αvβ1. Le conjugué fluorescent 7, ne 
comportent pas de cluster peptidique et sert de contrôle. Il est en effet indispensable de démontrer 
que les interactions observées avec les cellules sont induites par le couple cluster 
Raft(cRGD)4/intégrine αvβ3 et non par des interactions non spécifiques entre le polymère fluorescent 
et les cellules.  
I.3.2.1. Observation qualitative sur la morphologie des cellules  
Avant d’étudier l’internalisation des conjugués linéaires fluorescents, l’observation des 
variations de morphologie des cellules est également une source d’information importante dans 
cette étude. De manière générale, en présence de composés porteurs de motifs RGD, les cellules 
adhérentes qui sur-expriment l’intégrine αvβ3 subissent des modifications de morphologie et ont 
tendance à se détacher de la vitronectine. Il a été montré que les cellules endothéliales expriment 
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l’intégrine αvβ3 essentiellement au niveau des points d’adhésion focaux permettant l’étalement et la 
bonne adhésion cellulaire. L’ajout de composés porteur de motifs RGD monovalents ou multivalents 
entraîne la dissociation des points d’adhésion et une redistribution des intégrines en surface. Les 
cellules s’arrondissent et se détachent du support24. Il faut toutefois noter que la capacité de 
détachement varie selon le type de cellules, le support utilisé et la concentration en motifs RGD car 
les cellules peuvent posséder différentes protéines d’adhésion ayant plus ou moins d’affinité pour le 
support.  
Lors de nos observations, le conjugué 7 n’affecte pas la morphologie des cellules quelle que 
soit la lignée. Par contre, le conjugué 5 et le cluster Raft(cRGD)4 libre induisent des modifications 
morphologiques (plus importantes sur les lignées Hekβ3 et M21 que sur les lignées Hekβ1 et M21L) 
et le détachement d’une partie des cellules. 
I.3.2.2. Observation de l’internalisation des composés dans les différents types cellulaires 
Note : Les niveaux de fluorescence ont été normalisés pour les différentes images de microscopie 
confocale,  rendant comparable le marquage des différentes cellules (Figure II-19).   
 
Figure II-19 : Images de microscopie confocale (plan à mi-épaisseur des cellules) permettant la comparaison du 
marquage des lignées cellulaires Hekβ3, Hekβ1, M21 et M21L par les conjugués 5 et 7 et le Raft(cRGD)4 
fluorescents à trois concentrations : 10 µM, 1 µM et 0,1 µM (pour 0,1 µM la puissance du laser a été augmentée 
de 3,5 à 10). 
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Figure II-19 (suite) : Images de microscopie confocale (plan à mi-épaisseur des cellules) permettant la 
comparaison du marquage des lignées cellulaires Hekβ3, Hekβ1, M21 et M21L par les conjugués 5 et 7 et le 
Raft(cRGD)4 fluorescents à trois concentrations : 10 µM, 1 µM et 0,1 µM (pour 0,1 µM la puissance du laser a 
été augmentée de 3,5 à 10).  
Evaluation de la spécificité : comparaison des conjugués 5 et 7 
Le conjugué 5 marque la lignée cellulaire Hekβ3. Le conjugué 7 sans peptide (contrôle) ne 
marque pas les cellules quelle que soit leur lignée, sauf pour la concentration de 10 µM où le 
marquage est très léger et diffus. Ces résultats  montrent qu’il y a peu d’interactions aspécifiques et 
que ces polymères fluorescents sont faiblement internalisés (par endocytose par exemple) en 
absence du cluster Raft(cRGD)4, au contraire de ce qui a pu être observé par le passé avec d’autres 
conjugués polymère-chromophore basés sur des squelettes polymères du même type mais des 
chromophores non chargés25, 26. Cela confirme que la nature des chromophores ainsi que le post-
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traitement des polymères jouent un rôle important quant au comportement des conjugués in cellulo. 
Ainsi, il semble que le marquage des cellules par le conjugué 5 soit dû à la présence des Raft(cRGD)4 
et soit donc spécifique. 
Evaluation de la sélectivité 
 Comparaison du marquage obtenu pour les différentes lignées cellulaires 
 
Figure II-20 : Agrandissement du marquage de la lignée Hekβ3 par le conjugué 5 à une concentration de 1 µM. 
Globalement, le conjugué 5 marque très préférentiellement la lignée Hekβ3 qui expriment le 
plus l’intégrine αvβ3. Dans ce cas, on distingue deux types de marquage (Figure II-20) : un marquage 
diffus du cytoplasme et un marquage beaucoup plus intense (constitué de points très brillants, plus 
proches du noyau) qui pourrait correspondre à du conjugué internalisé au sein de vésicules 
endosomales. Il semble que la lignée M21 soit aussi marquée de manière légèrement plus 
importante que les lignées M21L et Hekβ1 ce qui va aussi dans le sens d’un accroissement du 
marquage avec l’augmentation de la présence de l’intégrine αvβ3 en surface des cellules.  
 Comparaison du conjugué 5 et du Raft(cRGD)4 
A concentration équivalente, le conjugué 5 conduit à une intensité de marquage plus 
importante que le cluster Raft(cRGD)4. Deux hypothèses peuvent expliquer cette observation : 
- le conjugué 5 porteur de plusieurs fluorophores (3,6 par chaîne en moyenne) est 
intrinsèquement plus brillant que le Raft(cRGD)4 qui n’en porte qu’un (cf. Chapitre I, I.2.5).  
- le conjugué 5 a une meilleure affinité que le cluster Raft(cRGD)4 pour les intégrines αvβ3, ce 
qui induit une internalisation et un marquage des cellules plus importants.  
Cette étude ne permet pas de dire s’il s’agit plutôt de l’une ou l’autre des hypothèses ou d’une 
combinaison des deux. Pour cela, il faudrait disposer d’un conjugué avec à la fois une affinité pour les 
intégrines αvβ3 identique à celle du conjugué 5 et une brillance identique à celle du Raft(cRGD)4 seul.  
Pour la concentration la plus importante de 10 µM (concentration supérieure à celle 
généralement utilisée in vitro (0,1 - 1 µM) ou in vivo chez le petit animal (1 à 2 µM)), le cluster 
Raft(cRGD)4 est sélectif en ne marquant que les lignées Hekβ3 et M21 qui sur-expriment l’intégrine 
αvβ3. En revanche, le conjugué 5 marque toutes les lignées cellulaires même s’il montre une très 
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nette préférence pour les lignées Hekβ3 et M21. Comme discuté ci-dessus, il est difficile de savoir si 
ces observations sont dues à une légèrement moins bonne sélectivité des conjugués ou à leur 
brillance plus importante que le cluster Raft(cRGD)4 libre qui permet de les détecter/visualiser à des 
concentrations plus faibles. D’autre part, il faut rappeler que les cycles RGD ont une affinité pour les 
intégrines αvβ3 qui est 100 fois plus importante que pour les autres intégrines ayant la séquence RGD 
comme ligand27-29. Ainsi, il n’est pas impossible qu’une faible quantité de conjugué puisse être 
internalisé à l’intérieur des cellules présentant très peu d’intégrines αvβ3, comme les lignées M21L et 
Hekβ1.  
I.3.2.3. Conclusion sur l’évaluation in cellulo des conjugués fluorescents par microscopie 
confocale 
Ces observations de microscopie confocale ont permis de montrer, comme cela avait déjà 
été observé pour le Raft(cRGD)4, que le conjugué polymère-clusters Raft(cRGD)4 5 est internalisé. Il 
induit un marquage plus important que le Raft(cRGD)4 à concentration équivalente et son marquage 
est spécifique car induit par la présence des Raft(cRGD)4. Le conjugué 5 induit un marquage très 
préférentiel des cellules sur-exprimant l’intégrine αvβ3 même s’il semble légèrement moins sélectif 
que le Raft(cRGD)4. 
Note : La Cyanine5.5 marquant les conjugués polymères n’étant pas la même que celle portée par le 
Raft(cRGD)4 seul (qui a 4 groupements sulfonates en plus), il serait intéressant de faire cette même 
étude avec les conjugués polymères porteur de Cyanine5.5 tétrasulfonates pour évaluer l’influence 
des charges électrostatiques portées par le fluorophore. 
Pour la suite, nous avons privilégié des études de cytométrie en flux afin de recueillir des 
informations quantitatives et statistiques sur ce même type d’évaluation in cellulo. 
I.3.3.  Etude in cellulo des conjugués polymère-clusters Raft(cRGD)4 fluorescents par 
cytométrie en flux 
La microscopie confocale nous a permis d’avoir un premier aperçu du marquage des cellules 
et de visualiser l’internalisation des conjugués. Toutefois, comme les composés porteurs de cycles 
RGD sont capables d’induire le détachement des cellules adhérentes, il est possible que certaines 
cellules soient éliminées lors du rinçage, ce qui peut nuire à la représentativité des résultats obtenus. 
De plus, même si les observations sont effectuées à divers endroits de la lame de microscopie, il est 
difficile d’avoir une vue globale sur l’échantillon. Par exemple, dans le cas du conjugué 7 à 0,1 µM 
avec la lignée Hekβ1 (Figure II-19), il arrive d’observer du marquage qui semble être un artéfact 
(puisqu’une seule cellule est marquée), et pourrait être dû à une étape de rinçage imparfaite.  
Concernant la cytométrie en flux, la procédure est différente car les cellules restent en 
suspension durant les différentes étapes de marquage et d’analyse. Dans le cas de cellules 
adhérentes, les intégrines ont tendance à être plus réceptives (car elle cherche à adhérer) et il y a 
davantage d’intégrines disponibles car l’ensemble de la surface de la cellule est accessible. La 
cytométrie en flux est donc un bon complément de la microscopie confocale. 
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I.3.3.1. Principe de la cytométrie en flux 
La cytométrie en flux permet de mesurer certaines caractéristiques individuelles de chaque 
cellule présente dans une suspension comme la taille, la forme ou d’autres composants et l’intensité 
de fluorescence en cas de marquage. L’analyse consiste à faire passer une à une des cellules en 
suspension entraînées par un flux liquide devant un ou plusieurs faisceaux laser. Les signaux émis par 
chacune de ces cellules sont alors détectés. Il s’agit principalement de :  
- la lumière diffusée aux petits angles, liée à la taille des cellules. 
- la lumière diffusée à 90 degrés, liée à la forme et à la granularité des cellules.  
- L’émission de fluorescence : auto-fluorescence et/ou fluorescence résultant des 
marquages spécifiques de structures ou de fonctions cellulaires.  
Ces paramètres permettent de définir des sous-populations de cellules qui peuvent 
également être triées physiquement sur des critères de séparation donnés.  
Les données statistiques des paramètres mesurés sont représentées sous la forme 
d’histogrammes (l’axe des abscisses représente l’intensité du signal analysé et l’axe des ordonnées le 
nombre de cellules) ou de cytogrammes présentant deux paramètres simultanément.  
Il s’agit d’une technique très sensible de caractérisation individuelle (cellule par cellule), 
multiparamétrique, quantitative, qualitative et pouvant s’effectuer à la vitesse de plusieurs milliers 
d’événements par seconde.  
A noter que la cytométrie peut faire la distinction entre cellules mortes et cellules vivantes 
(selon un facteur de forme) mais ne permet pas de faire la distinction entre cellules « normales » et 
cellules ayant changé de morphologie après interaction avec des motifs RGD. 
Pour cette étude, les cellules adhérentes sont re-suspendues dans leur milieu de culture avec 
de la trypsine. Après lavage, elles sont incubées avec les différents composés à tester (20 min à 
37°C), puis lavées avant l’analyse par cytométrie en flux. Des cellules contrôles subissent le même 
protocole sauf l’étape d’incubation. 
I.3.3.2. Résultats  
Deux séries d’analyses ont été effectuées en conservant le cluster Raft(cRGD)4-Cyanine5.5 
tétrasulfonates comme référence : la première avec les conjugués 5 et 7 porteurs de Cyanine5.5 
(sans charge sulfonate) et la seconde avec les conjugués 6 et 8 porteurs de Cyanine5.5 
tétrasulfonates. Les composés ont initialement été testés à trois concentrations : 0,1 µM, 1 µM et 10 
µM. La concentration 10 µM a toutefois été rapidement abandonnée. Il semblerait qu’elle soit trop 
élevée car à cette concentration tous les composés fluorescents sont internalisés et il devient difficile 
de faire des comparaisons. 
La cytométrie en flux confirme globalement ce qui a été observé en microscopie confocale 
pour les composés 5 et 7 (Figure II-21).  
Evaluation de la spécificité : comparaison des conjugués 5 et 7  
Quelle que soit la lignée cellulaire, le conjugué 7 (ne portant pas de peptide) n’induit pas de 
marquage (à 0,1 µM) ou très peu (à 1 µM). Le conjugué 5 marque préférentiellement les lignées 
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cellulaires exprimant l’intégrine αVβ3. Par conséquent, il semble que le marquage engendré par le 
conjugué 5 soit spécifique car il résulte de la présence des clusters Raft(cRGD)4 sur le conjugué. 
 
 
 
Figure II-21 : A) Histogrammes comparant les conjugués 5 et 7 porteurs de Cyanine 5.5 (sans charge sulfonate) 
et le Raft(cRGD)4-Cy5.5 tétrasulfonates (incubés à 0,1 ou 1 µM avec différents types cellulaires). Chaque 
graphique représente la quantité de cellules en fonction de l’intensité de fluorescence mesurée pour chacune 
d’entre elles. B) Représentation de l’intensité de fluorescence moyenne des cellules en fonction des lignées 
cellulaires et des composés fluorescents utilisés. Il est important de noter que seules les tendances globales 
peuvent être prises en compte pour l’interprétation de ces résultats à cause de la variabilité intrinsèque à ce 
type d’étude (notamment due à la variabilité des cellules) qui ne permet pas de s’appuyer sur des valeurs 
numériques précises. 
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Evaluation de la sélectivité  
 Comparaison du marquage obtenu pour les différentes lignées cellulaires 
A 1 µM, Le conjugué 5 marque toutes les lignées cellulaires, avec un marquage préférentiel 
pour les cellules Hekβ3.  
Pour la concentration 0,1 µM, le conjugué 5 et le cluster Raft(cRGD)4 marquent tous les deux 
les lignées Hekβ3 et M21, avec un marquage plus important pour la lignée Hekβ3 ce qui est en 
accord avec un niveau de surexpression de l’intégrine αVβ3 plus important pour cette lignée. Comme 
attendu, le conjugué 5 ne marque pas la lignée M21L mais marque un peu la lignée Hekβ1. 
 Comparaison du conjugué 5 et du Raft(cRGD)4 
Le conjugué 5 présente une meilleure sensibilité que le cluster Raft(cRGD)4 avec un 
marquage plus important à 0,1 µM (Figure II-21, B) mais semble avoir une moins bonne sélectivité 
car il marque davantage la lignée Hekβ1. Toutefois, de la même manière que pour l’étude de 
microscopie confocale, cette différence de marquage peut aussi s’expliquer par le fait qu’il est plus 
brillant que le Raft(cRGD)4. 
La deuxième série permet de comparer les conjugués 6 et 8 porteurs de Cy5.5 
tétrasulfonates au cluster Raft(cRGD)4 également marqué par la Cy5.5 tétrasulfonates (Figure II-22). Il 
est ainsi possible d’avoir un premier aperçu de l’influence de la charge électrostatique des 
fluorophores couplés sur les conjugués polymères. 
Dans cette étude, une nouvelle lignée est étudiée, la lignée U87 (cellules de glioblatomes), 
couramment utilisée pour l’implantation tumorale sous cutanée chez le petit animal. 
Pour les deux séries, les conjugués peptidiques ont un comportement global similaire. Les 
résultats semblent légèrement meilleurs à la concentration 0,1 µM pour laquelle le conjugué 6 
semble induire moins de marquage non spécifique pour Hekβ1 que le conjugué 5 et davantage de 
marquage que le cluster Raft(cRGD)4. Toutefois, ces expériences doivent être refaites pour évaluer 
leur reproductibilité.  
Pour la lignée cellulaire U87, le marquage par les différents composés peptidiques est très 
proche de celui observé pour la lignée M21 et moins important que pour la lignée Hekβ3. Ceci est en 
accord avec le fait que la lignée Hekβ3 surexprime davantage l’intégrine αVβ3 que les lignées M21 et 
U87. De la même manière que les lignées M21 et Hekβ3, pour la lignée U87, le composé 6 induit un 
marquage supérieur au Raft(cRGD)4 à 0,1 µM alors qu’ils ont un comportement très proche à 1 µM.  
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Figure II-22 : A) Histogrammes comparant les conjugués 6 et 8 porteurs de Cy5.5 tétrasulfonates et le 
Raft(cRGD)4-Cy5.5 tétrasulfonates. B) Représentation de l’intensité de fluorescence moyenne des cellules en 
fonction des lignées cellulaires et des composés fluorescents utilisés. 
I.3.3.3. Conclusion sur l’évaluation in cellulo des conjugués fluorescents par cytométrie 
en flux 
Globalement, les conjugués présentent une meilleure sensibilité à 0,1 µM, concentration à 
laquelle l’intensité de marquage des conjugués 5 et 6 est supérieure à celle du Raft(cRGD)4, tout en 
conservant une sélectivité similaire. Le marquage plus important des conjugués est en partie la 
conséquence de leur brillance intrinsèque accrue à laquelle s’ajoute une affinité plus importante 
envers les intégrines αVβ3.  
Dans les deux séries, les conjugués polymère-peptides fluorescents ont montré qu’ils sont 
capables de marquer préférentiellement les cellules exprimant les intégrines αVβ3.  
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I.3.4.  Evaluations biologiques in vivo sur souris 
Les résultats très encourageants obtenus en microscopie confocale et en cytométrie en flux 
vont être complétés par des évaluations in vivo sur souris (en cours) afin de nous apporter des 
informations sur la biodistribution et la pharmacocinétique des conjugués polymère-peptides tout en 
testant leur faculté à cibler les zones tumorales.  
Pour cela des tumeurs sous cutanées sont implantées à des souris immunodéprimées puis les 
conjugués sont injectés par intra veineuse. Les souris sont ensuite observées régulièrement par 
microscopie de fluorescence afin de localiser les conjugués dans l’organisme. Il devrait ainsi être 
possible d’évaluer le ciblage des tumeurs par les conjugués et éventuellement l’élimination de ces 
derniers au cours du temps. En ultime étape, les souris seront sacrifiées et disséquées pour 
déterminer l’éventuelle accumulation des conjugués dans certains organes. 
I.4.  Conclusion et perspectives pour les conjugués linéaires polymère-clusters 
peptidiques 
Nous avons pu mettre au point une synthèse et une purification optimisées, simples à mettre 
en œuvre et efficaces permettant d’obtenir des conjugués polymère-peptides fluorescents avec des 
caractéristiques aisément modulables et contrôlées : 
- le nombre moyen de Raft(cRGD)4 par chaîne polymère 
- le nombre moyen de fluorophores par chaîne polymère 
- La nature du fluorophore  
- la masse molaire moyenne du polymère 
- le traitement final des fonctions esters activés résiduelles (par hydrolyse ou par capping 
avec une entité porteuse d’une amine primaire dont les propriétés peuvent être variées) 
Une perspective d’amélioration du protocole de synthèse est la diminution de la durée de 
couplage du cluster Raft(cRGD)4 ce qui serait facilité par le développement d’une technique de 
caractérisation permettant un suivi précis du rendement de couplage du cluster peptidique pendant 
la réaction.  
Les conjugués ont pu être caractérisés précisément par des méthodes non destructrices 
comme la RMN 1H, DOSY, la CES/UV-visible et la spectroscopie d’absorption et de fluorescence. 
Lorsqu’ils sont fluorescents, la détermination du nombre moyen de Raft(cRGD)4 par chaîne polymère 
et le nombre moyen de fluorophores par chaîne polymère est plus compliquée mais a pu être 
réalisée à l’aide de méthodes indirectes. Une procédure plus directe par CES est envisageable dans 
les deux cas mais cela nécessiterait des quantités relativement importantes de produit ainsi qu’une 
optimisation de la méthode pour éviter toute interaction entre le cluster Raft(cRGD)4 et la phase 
stationnaire des colonnes dans des solvants appropriés. 
Il faudrait compléter ces caractérisations par des techniques permettant de déterminer 
précisément la taille et si possible la conformation des conjugués. La diffusion statique de la lumière 
est une voie à explorer.  
Pour cette étude, les 8 conjugués linéaires synthétisés sont basés sur le même copolymère 
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P(NAM-stat-NAS) (Mn = 59 900 g.mol-1) et ont subi le même traitement final des fonctions esters 
activés résiduelles par capping avec l’AEM. Leur nombre de clusters peptidiques par chaîne s’étend 
de 0 à 6 et 4 d’entre eux possèdent aussi 3 à 4 fluorophores par chaîne (Cyanine5.5 porteuses ou non 
de groupes tétrasulfonates).   
De manière très intéressante, les premières évaluations biologiques in vitro ont montré que 
les conjugués présentant plusieurs clusters Raft(cRGD)4 le long de la chaîne polymère (soit 2 niveaux 
de multivalence) possèdent une affinité vis-à-vis des intégrines αVβ3 supérieure à celle du cluster 
Raft(cRGD)4 libre, (que la concentration soit exprimée vis-à-vis du conjugué mais aussi vis-à-vis des 
clusters Raft(cRGD)4). L’utilisation de la microscopie confocale et de la cytométrie en flux a permis la 
mise en évidence de l’internalisation des conjugués fluorescents et du marquage préférentiel des 
cellules exprimant l’intégrine αVβ3 (plus important que le cluster Raft(cRGD)4 libre à concentration 
équivalente). Cette augmentation du marquage provient d’une part de la brillance plus importante 
des conjugués et d’autre part d’une plus grande affinité pour les intégrines αVβ3. La sélectivité des 
conjugués semble proche de celle observée pour le cluster Raft(cRGD)4.  
Des études in vivo complémentaires, consistant à injecter les conjugués à des souris 
auxquelles des tumeurs ont été implantées, sont en cours afin d’évaluer leur biodistribution et leur 
pharmacocinétique tout en testant leur faculté à cibler les zones tumorales. 
Perspectives visant à confirmer et compléter les résultats obtenus : 
Pour confirmer que les interactions observées pendant ces évaluations biologiques sont dues 
spécifiquement aux motifs RGD, il sera important de vérifier que des conjugués similaires porteurs de 
Raft(cRAD)4 n’ont pas d’interaction avec les cellules.  
Afin d’évaluer l’influence du gabarit Raft, les conjugués déjà obtenus pourraient être 
comparés à des conjugués porteurs d’un nombre moyen de cycles c[-RGDfK-] par chaîne équivalent 
qui ne sont pas organisés en cluster. Dans cette optique, le conjugué 2 porteur d’environ 4 
Raft(cRGD)4 par chaîne en moyenne serait par exemple comparé à un conjugué porteur de 16 cycles 
c[-RGDfK-] par chaîne en moyenne (Figure II-23).   
 
Figure II-23 : Comparaison des structures du conjugué 2 et du conjugué porteur d’un nombre moyen de cycles 
c[-RGDfK-] équivalent mais sans le gabarit Raft. 
Perspectives visant à améliorer davantage l’affinité et la sélectivité des conjugués pour 
l’intégrine αVβ3 : 
Pour déterminer si l’efficacité de liaison aux intégrines αVβ3 peut encore être améliorée, la 
synthèse de conjugués avec une taille et/ou un nombre moyen de clusters Raft(cRGD)4 par chaîne 
plus importants est une piste intéressante (par exemple des conjugués basés sur un copolymère de 
90 000 g.mol-1 avec un np entre 10 et 20). Cela peut aussi apporter de plus amples informations 
permettant de mieux apprécier l’influence de la densité en Raft(cRGD)4 et pourquoi pas d’estimer 
A)
B)
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une densité optimale. De plus, l’augmentation de la taille des conjugués pourrait avoir un impact 
important sur leur comportement in vivo (notamment sur leur temps de résidence dans la circulation 
sanguine et sur leur mode l’élimination). 
Il est envisageable d’ajouter un bras espaceur entre le cluster Raft(cRGD)4 et le polymère et 
d’essayer d’évaluer sa longueur et sa flexibilité optimales. 
Le traitement des fonctions esters activés résiduelles en fin de synthèse peut être réalisé de 
plusieurs manières qui peuvent conduire à des comportements très différents des conjugués qui en 
résultent (solubilité, conformation du conjugué, nature de l’interaction avec la cellule…) et mérite 
donc une attention particulière. L’hydrolyse induit de nombreuses charges carboxylates négatives 
alors que le capping offre un très vaste choix en fonction de la nature et des propriétés (charges, 
hydrophobicité, taille…) de l’entité porteuse d’une amine primaire utilisée pour le réaliser. Dans les 
deux cas, la transformation des fonctions esters activés engendre des modifications tout le long de la 
chaîne polymère et influence donc fortement le comportement des conjugués. L’utilisation d’un 
composé peu encombrant et zwitterionique est une piste à envisager.  
Il pourrait également être intéressant de comparer les conjugués déjà obtenus avec des 
conjugués porteurs d’une combinaison de ligands comme par exemple des Raft(cRGD)4 et des ligands 
peptidiques ATWLPPR30 (spécifique de la neuropiline-1) potentiellement capable de réaliser un 
double ciblage. 
Les conjugués polymère-clusters peptidiques obtenus pourraient être utilisés dans le cadre 
d’autres applications que l’oncologie (impliquant également l’intégrine αVβ3), comme par exemple, le 
suivi du niveau d’arthérosclérose. 
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II. Synthèse de nanoparticules polymères fonctionnalisées par le cluster 
Raft(cRGD)4 
De manière générale, la taille et la forme des composés ont une influence importante sur 
leur biodistribution et leur pharmacocinétique lorsqu’ils sont injectés in vivo. Ainsi, un second type 
de conjugués polymère-peptides, se présentant sous la forme de nanoparticules sphériques, a été 
envisagé (Figure II-24).  
 
Figure II-24 : Représentation schématique de la structure des nanoparticules envisagées. 
Ces nanoparticules sont constituées d’un cœur hydrophobe fluorescent stabilisés par des 
cheveux de polymère hydrophile et biocompatible, parmi lesquels certains possèdent un cluster 
Raft(cRGD)4 à leur extrémité pour leur conférer des propriétés de ciblage des intégrines αvβ3. Ces 
systèmes nanoparticulaires ont l’avantage de séparer dans l’espace les entités de ciblage Raft(cRGD)4 
des fluorophores confinés au cœur de la nanoparticule. Ceci afin d’éviter toute influence des 
fluorophores sur la reconnaissance Raft(cRGD)4 / intégrines αvβ3.   
Nos principaux objectifs sont de contrôler finement la morphologie, la taille et la composition 
(nombre de Raft(cRGD)4 et de fluorophores) des nanoparticules. Nous avons choisi d’utiliser un 
procédé d’auto-assemblage induit par polymérisation (PISA pour « Polymerization-Induced Self-
Assembly » en anglais) de type RAFT afin de contrôler leurs paramètres structuraux (par exemple, le 
diamètre du cœur et l’épaisseur de la couronne polymère). De plus, comme son nom l’indique, leur 
formation par auto-assemblage s’effectue pendant la polymérisation, ce qui simplifie la synthèse et 
évite plusieurs purifications. La polymérisation RAFT, tout à fait adaptée pour les applications à 
vocations biologiques et qui est un savoir faire de l’équipe, permet en outre de précisément localiser 
les clusters peptidiques Raft(cRGD)4 en extrémité des cheveux afin de les présenter à la périphérie 
des nanoparticules.  
Pour cette étude, nous avons choisi d’utiliser un homopolymère de N-acryloylmorpholine 
(NAM) pour former la couronne en surface des nanoparticules car il est hydrophile et biocompatible 
avec des propriétés proches de celles du poly(éthylèneglycol)31, PEG, ce qui est important en vue des 
applications biologiques. En effet, ces propriétés devraient permettre aux nanoparticules d’être 
parfaitement hydro-dispersables, stables et furtives (non immunogènes) après injection in vivo. Pour 
le cœur, le monomère choisi est le n-butylacrylate (nBA) car il est hydrophobe, bien adapté à la 
Cœur de PnBA
PNAM
Fluorophore
Raft(cRDG)4
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synthèse de copolymères à blocs à partir d’un bloc PNAM par RAFT et a été beaucoup étudié dans le 
cadre de polymérisations en milieu dispersé (émulsion32-40 ou dispersion41 par exemple) ce qui en fait 
un monomère de référence. Le PnBA ayant une température de transition vitreuse faible (-49°C), les 
chaînes formant le cœur des nanoparticules conservent la capacité de diffuser les unes par rapport 
aux autres à température ambiante (ainsi qu’à 37°C). Par conséquent, pour figer le cœur PnBA des 
nanoparticules, un réticulant (monomère multifonctionnel) hydrophobe peut être ajouté à la 
formulation. En effet, pour ces premiers essais, nous avons privilégié la synthèse de composés 
capables de conserver leur intégrité structurale notamment dans le contexte des applications 
biologiques.  
Le marquage du cœur des nanoparticules a été obtenu selon deux voies distinctes faisant 
intervenir la copolymérisation du nBA avec respectivement un monomère et un réticulant, tous deux 
hydrophobes et fluorescents (Figure II-25). La première voie a nécessité la synthèse d’un monomère 
de type acrylamide fonctionnalisé avec la Cyanine5.5 non sulfonatée (nommé CyAM). Pour la 
deuxième voie, deux réticulants bis-methacrylamide et bis-acrylamide (notés RPDI 1 et RPDI 2 
respectivement, Figure II-25) possédant un même cœur de type perylène di-imide et émettant dans 
le proche-infrarouge nous ont été fournis par l’équipe de José Paulo Farinha et Carlos Baleizao du 
« Centro de Quimica-Fisica Molecular » à « l’Instituto Superior Técnico » de Lisbonne.  
 
Figure II-25 : Structure des réticulants fluorescents RPDI 1 porteur de deux fonctions méthacrylamides (A) et 
RPDI 2 porteur de deux fonctions acrylamides (B) et du monomère CyAM. 
Cette partie débute par un bref exposé bibliographique sur l’émergence de la PISA et les 
perspectives qu’elle offre. Puis, la mise au point d’un protocole de synthèse des nanoparticules par 
PISA, robuste et reproductible, sera présenté. Les principaux paramètres de synthèse comme la 
concentration en amorceur, le solvant, le rapport hydrophobe/hydrophile, la présence de réticulants 
et de marqueurs fluorescents, seront étudiés pour estimer leur influence sur la taille et la 
morphologie des nanoparticules obtenues et ainsi permettre de mieux prédire et contrôler les 
synthèses futures.  
La synthèse d’un nouvel ATC porteur du cluster Raft(cRGD)4 et son utilisation pour 
fonctionnaliser l’extrémité α d’une chaîne PNAM seront ensuite abordées. Pour finir, nous 
présenterons l’utilisation des chaînes Raft(cRGD)4-PNAM obtenues en tant que macroATC pour 
l’introduction du cluster Raft(cRGD)4 à la périphérie des nanoparticules. 
A)
B)
C)
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II.1. Le procédé PISA 
Le développement des méthodes de polymérisation radicalaire contrôlée42-47 (PRC) basées 
sur la désactivation des radicaux propageant48 et les très nombreux monomères utilisables 
permettent de concevoir une grande variété d’architectures polymères de manière maitrisée. Parmi 
les nombreuses structures envisageables, les copolymères à blocs amphiphiles (ayant la capacité de 
s’auto-assembler en solution aqueuse), ont été largement étudiés49-65. Les recherches les plus 
récentes se concentrent sur des applications potentielles dans le domaine du relargage contrôlé de 
médicaments ou de gènes mais de nombreux autres débouchés sont envisageables53, 55-57, 59, 60, 62, 66-71. 
Ces dernières années, l’émergence de procédés de polymérisation en milieu dispersé 
conduisant directement à un auto-assemblage pendant la synthèse (tel le procédé PISA) ont 
largement supplanté les méthodes en deux étapes consistant à synthétiser les copolymères à blocs 
en milieu homogène organique suivi par leur formulation en milieu aqueux (changement de 
solvant49, 72, 73, ajustement du pH74, réhydratation de film75, 76). 
 Principe du procédé PISA de type RAFT réalisé en milieu aqueux 
L’utilisation des techniques de PRC en milieu dispersé aqueux est très attrayante à cause des 
nombreux avantages du procédé comme un très bon contrôle, la faible viscosité du milieu 
réactionnel, le rendement de polymérisation élevé, la concentration élevée en copolymères à blocs, 
la haute teneur finale en solide et les conditions respectueuses de l’environnement, favorables à une 
mise en œuvre industrielle77-80. De plus, elle permet d’aboutir à des auto-assemblages induits par 
polymérisation (procédé PISA) en s’affranchissant de l’utilisation de tensioactif pour stabiliser les 
structures formées.   
Cette stratégie PISA a été mise en œuvre en utilisant la polymérisation médiée par les 
nitroxydes81-88 (NMP pour Nitroxide-mediated Polymerization), la polymérisation RAFT32-39, 80, 89-98, la 
polymérisation médiée par du tellure organique99-104 (TERP pour organo-TEllurium-mediated Radical 
Polymerization) et la polymérisation par transfert d’iode inverse105 (RITP pour Reverse Iodine 
Transfer Polymerization). Toutefois, nous nous limiterons à la présentation du principe du procédé 
PISA par RAFT en milieu aqueux qui concerne les travaux réalisés par la suite (Figure II-26). 
Un amorceur hydrosoluble initie la polymérisation dans la phase aqueuse d’un monomère 
hydrophobe (très légèrement soluble dans l’eau et principalement présent sous forme de 
gouttelettes dans la phase continue sous forte agitation). Cela conduit à la formation d’espèces 
propageantes qui peuvent alors transférer sur un bloc polymère hydrosoluble synthétisé par 
polymérisation RAFT et porteur d’une extrémité de chaine ω dormante de type thiocarbonylthio- 
(Figure II-26). L’élongation du polymère hydrosoluble par la croissance du bloc hydrophobe conduit à 
la formation d’un copolymère à blocs amphiphile. Lorsque le bloc hydrophobe est suffisamment long, 
il perturbe la solubilité du copolymère en phase aqueuse. Des micelles vont alors se former par auto-
assemblage des chaînes de copolymères à blocs. A partir de cette étape, une certaine quantité de 
monomère hydrophobe va diffuser dans le cœur hydrophobe de ces micelles. A ce stade, la 
polymérisation continue dans le cœur de la micelle (conditions locales proches de la polymérisation 
en masse). La nanoparticule est ainsi constituée d’un cœur hydrophobe et de cheveux hydrophiles 
qui correspondent aux macros agents de transfert (macroATC) initiaux. 
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Figure II-26 : Principe général du procédé PISA de type RAFT. 
La formation des micelles (nucléation) dépend de plusieurs paramètres comprenant la taille 
moyenne du bloc hydrophile, la concentration initiale en monomère hydrophobe, la taille du bloc 
hydrophobe visée et la température de la réaction106.  
Le procédé PISA permet de synthétiser in situ des morphologies complexes comme des 
particules sphériques, des fibres ou des vésicules58, 84, 88, 91-93, 106 habituellement obtenues par 
formulation après synthèse. Plus rarement (notamment avec le 2-hydroxypropyl methacrylate 
(HPMA)) des architectures ressemblant à des poulpes et des méduses106 ont pu être obtenues58. Le 
procédé PISA a l’avantage d’être simple, directe, reproductible et de posséder un nombre limité 
d’étapes de synthèse et de purification. 
 Les changements de morphologie des sphères aux fibres puis aux vésicules dépendent de : 
- La nature des blocs 
- La masse moyenne du bloc hydrophile107-109  
- La masse moyenne du bloc hydrophobe56-58, 106, 110-113  
- La concentration en monomère initiale107, 109, 110, 113-116  
- La concentration en copolymère117  
- Le « paramètre de conditionnement » P = v/al où v et l sont respectivement le volume et la 
longueur du bloc hydrophobe et a est l’aire interfaciale à la jonction des deux blocs118   
- Les propriétés du solvant91-93, 119 
Le procédé PISA réalisé en milieu dispersé peut être divisé en deux catégories selon que le 
monomère destiné à constituer le bloc hydrophobe est totalement soluble ou possède un coefficient 
de partage très faible en milieu aqueux. S’il est soluble, on parle alors de « PISA en dispersion », 
sinon de « PISA en émulsion ». Il faut noter que les paramètres concentration initiale en monomère 
et concentration en copolymère n’ont d’influence sur la morphologie du système que dans le cas de 
polymérisation en dispersion91-93 (contrairement à celle en émulsion).  
Formation 
des micelles par 
auto-assemblage
Polymérisation 
dans le cœur 
des micelles
Monomère 
hydrophobe
Amorceur 
hydrosoluble
Polymère 
hydrophile
Extrémité dormante 
(thiocarbonylthio)
Amorçage de la polymérisation du monomère hydrophobe 
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Dans le cas de systèmes à cœur réticulé, il a été montré que la taille des nanoparticules 
obtenues augmentait avec la concentration en réticulant107, 109. Dans la plupart des études, le 
réticulant est introduit dès le début de la polymérisation et seules des structures sphériques (ou des 
morphologies proches comme des framboises, des haltères ou des tiges grumeleuses120) sont 
obtenues. Aucun exemple de nanofibres ou de vésicules avec un cœur réticulé obtenues par PISA n’a 
été rapporté. Cela s’explique sans doute par une restriction de la mobilité des chaînes induite par la 
réticulation qui empêche leurs réarrangements et leurs évolutions vers des structures plus 
complexes. 
Comme mentionné en introduction de cette partie, le monomère nBA hydrophobe a été 
beaucoup étudié dans le cadre de polymérisations en milieu dispersé, notamment réalisées par le 
procédé PISA. Toutefois, les résultats obtenus varient en fonction de la nature du bloc hydrophile 
choisi. Par exemple, une étude d’homo-polymérisation du nBA en présence d’un macroATC Poly(N,N-
diméthylacrylamide) montre que le rapport molaire initial monomère/macroATC, qui détermine la 
longueur du bloc hydrophobe lors d’une polymérisation radicalaire contrôlée RAFT, n’a pas d’impact 
significatif sur la taille des nanoparticules38, contrairement à une étude similaire où le macroATC est 
composé de Poly(oxyde d’éthylène) (PEO)37. Par conséquent, lorsque la nature du bloc hydrophile 
(macroATC) est modifiée, il est nécessaire de reprendre l’ensemble de l’étude afin de mieux 
appréhender l’influence des différents paramètres du procédé PISA sur les caractéristiques des 
nanoparticules.   
II.2. Objectifs et stratégie de notre étude du procédé PISA pour le système 
PNAM/PnBA 
Dans notre étude, nous nous sommes concentrés sur l’obtention par PISA de nanoparticules 
sphériques présentant des clusters peptidique Raft(cRGD)4 en périphérie (à l’extrémité α des blocs 
hydrophiles). Pour cela, nous avons pu nous baser sur des premiers essais de polymérisation en 
dispersion réalisés par Maël Bathfield pour la synthèse de nanoparticules proches de celles que nous 
souhaitons obtenir, mais fonctionnalisées par des sucres à l’extrémité de la totalité des cheveux 
hydrophiles41. Notre objectif est d’obtenir, de manière reproductible, des nanoparticules de diamètre 
contrôlé, entre 20 et 200 nm avec une faible dispersité. Ceci est en effet important afin d’obtenir une 
bonne reproductibilité lors des évaluations biologiques. Cette gamme de tailles devrait être bien 
adaptée pour bénéficier de l’effet EPR et éventuellement pour être internalisée dans les cellules lors 
des évaluations biologiques121-123. Les tailles les plus faibles (20 – 50 nm) pourraient également servir 
à réaliser une comparaison avec les conjugués linéaires.   
Notre stratégie en deux étapes consiste tout d’abord à synthétiser, par polymérisation RAFT, 
des homopolymères PNAM fonctionnalisés à leur extrémité α par le Raft(cRGD)4, grâce à la synthèse 
d’un nouvel agent de transfert fonctionnalisé, l’ATC-Raft(cRGD)4 (Figure II-27). Cette approche 
d’introduction du peptide « pré-polymérisation » devrait permettre d’avoir un excellent taux de 
fonctionnalisation de l’extrémité α des chaines PNAM par le Raft(cRGD)4 tout en conservant la 
fonction dithiobenzoate de l’extrémité ω nécessaire à la seconde étape de la synthèse par le procédé 
PISA. Pour cette dernière, les nanoparticules n’ayant pas besoin d’avoir l’ensemble des cheveux 
fonctionnalisés, un mélange de macroATC constitué de PNAM avec et sans cluster Raft(cRGD)4 est 
envisagé.  
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Figure II-27 : Représentation schématique de la voie de synthèse des nanoparticules envisagées. 
La subdivision de la synthèse en deux étapes permet de mieux contrôler son déroulement en 
introduisant des purifications et des caractérisations intermédiaires. Ainsi, après le couplage, l’ATC-
Raft(cRGD)4 est purifié et caractérisé, tout comme le PNAM fonctionnalisé par le Raft(cRGD)4 après la 
polymérisation. De plus, comme la polymérisation de NAM avec l’ATC-Raft(cRGD)4 n’atteint pas 
forcement une conversion totale, il est préférable d’éliminer les éventuels restes de monomère NAM 
pour éviter qu’ils perturbent le bon déroulement du procédé PISA en copolymérisant avec le 
monomère nBA. 
II.3. Méthodologie de caractérisation du procédé PISA dans le cas du système 
PNAM/PnBA 
L’optimisation de la synthèse de nanoparticules et l’étude de ses principaux paramètres ont 
été réalisés uniquement avec des macroATC de type PNAM « classiques », porteurs d’une fonction 
tert-butyl à leur extrémité α. En effet, le cluster Raft(cRGD)4 étant difficile à produire en grande 
quantité, il était impossible d’obtenir suffisamment de conjugué Raft(cRGD)4-PNAM pour réaliser 
toute la mise au point de la synthèse des nanoparticules par le procédé PISA. D’autre part, comme le 
conjugué Raft(cRGD)4-PNAM est seulement soluble dans un mélange eau/acétonitrile, l’optimisation 
a été effectuée dans un mélange eau/acétonitrile (50/50 : v/v). Dans cette partie II.3. sont 
présentées les différentes méthodes analytiques qui ont permis d’étudier les principaux paramètres 
du procédé PISA appliqué au système PNAM/PnBA. 
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II.3.1. Descriptif visuel du milieu réactionnel pendant un essai PISA 
De manière générale, l’ensemble des étapes présentées est reproductible et permet de 
confirmer un déroulement convenable du procédé PISA dans le cas du système PNAM/PnBA.  
Initialement et sans agitation, le milieu est biphasique avec une phase inférieure 
(eau/acétonitrile) orange contenant le macroATC PNAM et l’amorceur ainsi qu’une faible proportion 
de nBA (solubilité de 2 g.L-1 dans l’eau), surmontée par une phase organique incolore (moins dense) 
constituée de nBA et d’acétonitrile. Le milieu est ensuite placé sous agitation (850 rpm) à 80°C (t0) ce 
qui induit une phase dispersée orangée non stable (qui se resépare en deux phases si l’agitation est 
interrompue). Après quelques minutes (environ 10 min), le milieu devient moins trouble bien que la 
polymérisation n’ait pas encore débutée (d’après analyses RMN 1H). Après 20 à 30 min, le milieu 
redevient plus trouble (orangé) indiquant que la polymérisation a commencé (d’après analyses RMN 
1H). A partir de cette étape, la dispersion devient stable et de plus en plus rose puis tend vers blanc 
laiteux à mesure que la conversion du nBA augmente.  
II.3.2. Détermination de la conversion en nBA 
La RMN 1H est utilisée pour déterminer la conversion en nBA lors du procédé PISA. 
Périodiquement, un échantillon du milieu réactionnel est prélevé et placé dans l’azote liquide pour 
interrompre la polymérisation. Il est ensuite dilué dans du chloroforme deutéré, très bon solvant du 
copolymère à bloc PNAM-b-PnBA et du nBA. Le premier prélèvement qui sert de référence pour la 
détermination de la quantité de nBA initiale, est réalisé 10 min après t0. Avant, le prélèvement ne 
serait pas représentatif du milieu dispersé.   
Trois méthodes permettent de déterminer la conversion en nBA (Figure II-28). 
 
Figure II-28 : Spectre RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) représentatif enregistré pour un prélèvement lors d’un essai 
PISA dans un mélange eau/acétonitrile (50/50 : v/v). Les chiffres suivis de la lettre P correspondent aux protons 
des unités nBA du bloc PnBA. 
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La première consiste à comparer les intégrales de deux pics correspondants aux mêmes 
protons du nBA, d’une part sur les unités nBA déjà polymérisées et d’autre part sur le monomère 
nBA résiduel. Par exemple, les pics entre 3,9 et 4,2 ppm correspondant au CH2 en α de l’atome 
d’oxygène du nBA (2 protons notés 3 sur la figure II-28) semblent les plus judicieux car ils sont 
relativement bien isolés. 
Les deux autres méthodes permettent de suivre la diminution des intégrales des protons 
vinyliques (notés 1 et 2 sur la figure II-28) en prenant comme référence interne, soit des protons du 
macroATC PNAM (massif large entre 3 – 3,9 ppm), soit les 6 protons du trioxanne à 5,1 ppm 
(référence ajoutée au milieu réactionnel initial). 
Les trois méthodes aboutissent à des résultats très proches, toutefois la méthode utilisant les 
protons vinyliques et le trioxanne a été privilégiée car les pics correspondants sont très bien isolés et 
permettent une intégration plus facile et plus précise.  
Il faut souligner que contrairement aux nanoparticules non réticulées, les nanoparticules 
réticulées ne sont pas totalement dissoutes après dilution de l’échantillon dans le chloroforme 
deutéré. Ainsi, les blocs PnBA du cœur figé ne seront donc pas visibles en RMN 1H. Il est donc 
préférable de suivre les protons vinyliques du monomère pour la détermination de la conversion.  
Remarque : Pour ces analyses RMN 1H, il faut noter qu’une très faible quantité d’eau (inférieure à 15 
µL) issue de l’échantillon du milieu de polymérisation est présente au dessus du chloroforme deutéré 
(600 µL) (dans le tube RMN) ce qui peut induire une légère incertitude sur les mesures. En effet, 
cette phase aqueuse peut éventuellement retenir des composés solubles en milieu aqueux (exemple 
du PNAM, aussi bien soluble dans CDCl3 que dans l’eau) qui n’apparaitront pas sur l’analyse RMN. Il 
est toutefois raisonnable de penser que cette quantité d’eau est suffisamment faible par rapport au 
très large excès de chloroforme pour que cette incertitude soit négligeable. Par conséquent, nous 
n’en avons pas tenu compte pour la détermination des conversions du nBA.  
II.3.3. Détermination de la taille des nanoparticules 
Comme notre objectif principal était de contrôler la taille des nanoparticules, nous nous 
sommes donc focalisés sur plusieurs techniques permettant d’accéder à ce paramètre. Le diamètre 
hydrodynamique moyen en nombre des nanoparticules a été déterminé par diffusion quasi-élastique 
de la lumière (QELS) et par microscopie électronique à transmission (MET) (à partir de dilutions 
aqueuses et en réalisant des statistiques sur plusieurs mesures).   
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Le tableau suivant résume les principaux avantages/inconvénients de ces techniques de 
caractérisation de la taille des nanoparticules.  
Techniques Avantages Inconvénients 
QELS 
 Analyse en solution 
 Donne accès à des données statistiques 
 Simple d’utilisation 
 Utilisable en routine pour un grand nombre 
d’échantillons 
 Possibilité de faire varier la température et la 
composition de la phase continue 
 Donne seulement accès au rayon 
hydrodynamique de la nanoparticule (pas de 
distinction entre cœur et couronne) 
 Utilise un modèle de particules solides non 
chevelues (latex de polystyrène) 
MET 
 Visualisation des nanoparticules 
 Possible distinction entre cœur et couronne des 
nanoparticules 
 Relativement complexe à mettre en œuvre 
 Nanoparticules séchées sur une grille 
 Favorise la coalescence des nanoparticules 
 Non utilisable en routine 
CryoMET 
 Morphologie de surface proche de celle en 
solution (figé dans la glace) 
 Visualisation des nanoparticules 
 Possible distinction entre cœur et couronne des 
nanoparticules 
 Très complexe à mettre en œuvre 
 Non utilisable en routine 
 
La technique QELS permet de réaliser facilement un grand nombre d’analyses tout en restant 
en solution. De plus, elle permet d’accéder à des résultats statistiques, très importants pour ce type 
de caractérisation où les composés ne sont pas monodisperses. Toutefois, la détermination du 
diamètre hydrodynamique (Dh) des nanoparticules se base sur un modèle de particules solides non 
chevelues. Cette technique fournit donc une valeur de taille d’une nanoparticule chevelue sans doute 
légèrement sous-estimée (Figure II-29). 
 
Figure II-29 : Représentation schématique de la détermination de la taille d’une nanoparticule chevelue (par 
QELS selon différents modèles). A) Cas idéal où la correspondance est parfaite. B) Le diamètre hydrodynamique 
(QELS) correspond à la partie la plus dense de la nanoparticule et sous-estime la taille réelle. C) Le diamètre 
hydrodynamique (QELS) englobe une partie du solvant qui se déplace avec la nanoparticule et sur-estime la 
taille réelle.  
La MET a l’avantage de permettre une visualisation des nanoparticules et ainsi de distinguer 
le cœur de la couronne. L’observation nécessite toutefois de sécher l’échantillon ; par conséquent, 
les nanoparticules ne sont pas dans les mêmes conditions que lorsqu’elles sont hydratées en 
solution. Cette nuance peut par exemple influer sur la taille de la couronne. On peut 
raisonnablement imaginer que les cheveux hydrophiles ont plutôt tendance à être déployés en 
solution aqueuse, alors que dans les conditions de la MET, ils se replient sur le cœur. Ainsi, 
l’épaisseur de la couronne hydrophile obtenue d’après les clichés de MET peut être plus faible qu’en 
solution. De plus, les nanoparticules ayant un cœur mou (faible Tg du PnBA), elles ont tendance à 
coalescer (Figure II-36, C) pendant le séchage (ou après une exposition prolongée au faisceau 
Cas idéal Taille sous-estimée Taille sur-estimée
C)B)A)
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
112 
 
d’électrons), ce phénomène s’accentuant avec l’augmentation du diamètre du cœur des 
nanoparticules. Les observations de ce type de nanoparticules chevelues par MET sont donc très 
délicates.  
La CryoMET pourrait pallier à ces problèmes, mais il s’agit d’une technique encore plus 
complexe qu’il est difficile d’utiliser en routine surtout pour un grand nombre d’échantillons.  
Par conséquent, les analyses QELS ont été privilégiées pour la détermination de la taille des 
nanoparticules dans la suite de notre étude. 
II.3.4. Contrôle de la copolymérisation à blocs 
De manière complémentaire aux analyses de taille des nanoparticules, il serait également 
informatif de suivre le contrôle de la copolymérisation à blocs.  
Les nanoparticules non réticulées peuvent en effet être totalement solubilisées dans un bon 
solvant des deux blocs (comme le chloroforme ou le DMF). Après évaporation de l’eau et de 
l’acétonitrile, éventuellement une précipitation du polymère (pour éliminer le nBA résiduel), 
l’analyse des copolymères à blocs par CES pourrait nous renseigner sur leur masse molaire, leur 
dispersité et sur la présence de PNAM résiduel (« blocking efficiency »), et donc sur le contrôle de la 
polymérisation.  
Cependant, ces caractérisations par CES présentent plusieurs difficultés liées à la purification 
des échantillons (évaporation de l’eau, précipitation délicate, possible polymérisation spontanée du 
nBA lors du séchage des échantillons) et à l’analyse des masses molaires des copolymères à blocs. De 
plus, la polymérisation de nBA est connue pour donner lieu à des réactions de transfert au polymère, 
surtout lors de polymérisation en masse comme c’est le cas dans le cœur des micelles. 
Par conséquent, nous n’avons pas réalisé d’étude approfondie dans ce sens au cours de ces 
travaux, mais cela pourrait faire l’objet d’analyses complémentaires à l’avenir. 
II.4. Optimisation de la synthèse de nanoparticules de PNAM/PnBA par le procédé PISA 
Pour obtenir une méthode robuste permettant d’avoir une cinétique de polymérisation 
rapide (n’excédant pas quelques heures) et de prévoir la taille des nanoparticules synthétisées, il 
était nécessaire d’évaluer l’influence de plusieurs paramètres comme le rapport 
[macroATC]/[amorceur], la nature du solvant, le rapport [monomère hydrophobe]/[monomère 
hydrophile], le rapport nBA/macroATC, la masse molaire du macroATC PNAM et la présence d’un 
réticulant pour figer le cœur. Seules la nature de l’amorceur (4,4’-Azobis(4-cyanopentanoic acid) 
(ACPA)), la température (80°C) et la concentration initiale en nBA (1 mol.L-1 pour éviter une trop 
grande viscosité) sont conservées identiques pour toutes les expériences.  
II.4.1. Influence du rapport [macroATC]/[amorceur] 
Dans un premier temps, il était nécessaire de trouver des conditions qui permettent une 
cinétique reproductible et relativement rapide pour réaliser un suivi cinétique sur moins de 6h. La 
diminution du rapport [macroATC]/[amorceur] conduit à une augmentation de la quantité relative 
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d’amorceur ce qui induit la formation de davantage de radicaux sur une même période et donc 
globalement, une cinétique de polymérisation plus rapide. Il est toutefois connu dans le cas des 
polymérisations RAFT en solution, que plus le rapport [macroATC]/[amorceur] est faible, plus le 
nombre relatif de chaînes amorcées par l’amorceur (et non par le 1er bloc) est important. Il y a ainsi 
une augmentation de la proportion de macroradicaux et donc de réactions de terminaisons et une 
perte de contrôle de la copolymérisation à blocs124, 125 (augmentation du nombre relatif de chaînes 
d’homopolymère PnBA par rapport aux chaînes diblocs). Nous avons donc dans un premier temps 
cherché à utiliser un rapport [macroATC]/[amorceur] qui ne soit pas trop faible pour essayer de 
conserver un maximum de contrôle. Il faut cependant garder à l’esprit que le procédé PISA est un cas 
particulier réalisé en milieu hétérogène avec un amorçage dans la phase aqueuse où le monomère 
hydrophobe est très peu concentré (solubilité du nBA dans l’eau = 2 g.L-1). De ce fait, il est probable 
que le facteur d’efficacité de l’amorceur soit très faible (recombinaison entre radicaux amorceurs 
sans avoir additionné de monomères) (Figure II-30). Ceci pourrait entraîner la perte d’une quantité 
importante de radicaux. 
 
Figure II-30 : Recombinaison des radicaux primaires issus de la décomposition de l’ACPA. 
Note : Après quelques essais avec l’amorceur 2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine)dihydrochloride 
(V-50), nous nous sommes rapidement  tournés vers l’ACPA dont la décomposition plus lente (à 80°C, 
t1/2 = 80 min pour le V-50 et t1/2 = 130 min pour l’ACPA) semblait mieux adaptée à notre système 
(meilleure reproductibilité des essais).   
Les conditions de polymérisation choisies et les caractéristiques des nanoparticules sont 
résumées dans le tableau suivant : 
Tableau II-7 : Conditions de polymérisation et caractéristiques des nanoparticules obtenues lors de l’étude de 
l’influence du rapport [macroATC]/[amorceur]. 
Essais 
[mATC]/
[a]*1 
H/h
*2 
Mn 
macroATC 
(g.mol-1) 
(GPC) 
Durée 
Conv. 
(%)*3 
Mn bloc 
nBA 
(g.mol-1) 
(calculée) 
Mn PNAM-b-
PnBA  
(g.mol-1) 
(calculée) 
Dh 
(écart 
type) 
(nm) 
PDI 
DD102 5 2 8 900* 
21h + 
6h 
89 14 000 22 900 42 (17) 0,20 
DD103 3 2 11 300 21h 80 16 100 27 400 48 (18) 0,17 
DD106 2,5 2 11 300 5h 93 18 800 30 100 62 (25) 0,19 
DD104 2 2 11 300 2h 97 19 600 30 900 68 (23) 0,15 
*1[macroATC]/[amorceur] ; *2Rapport hydrophobe/hydrophile ; *3Conversion finale ; Solvant = eau mQ ; [nBA] 
= 1 mol.L-1 ; [macroATC] = 6,4.10-3 mol.L-1. *Le premier essai a été réalisé avec un macroATC PNAM de Mn 
inférieure. 
Nous avons débuté par l’utilisation d’un rapport [macroATC]/[amorceur] de 5 comme pour 
certaines polymérisations en solution (Tableau II-7 et Figure II-31). Toutefois pour ce rapport, la 
polymérisation n’avait pas commencée après plus de 20h de réaction (l’ajout d’amorceur a alors 
permis d’atteindre 89 % de conversion en 6h). Avec un rapport de 3, 80% de conversion sont obtenus 
en 21h ce qui constitue un progrès mais reste relativement lent. Le rapport de 2 induit une 
polymérisation très rapide (97 % de conversion en 2h). Le bon compromis (en termes cinétiques) 
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semble donc être le rapport de 2,5 avec une conversion de 93 % en 5h, ce qui permet en outre de 
suivre la cinétique tout au long de la polymérisation. La suite de l’étude a donc été réalisée avec un 
rapport [macroATC]/[amorceur] de 2,5.  
 
Figure II-31 : Comparaison des cinétiques de polymérisation du nBA lors de la synthèse de nanoparticules  avec 
divers rapports  [macroATC]/[amorceur] : 2 ; 2,5 ; 3 et 5 (pour le rapport de 5, la polymérisation n’ayant pas 
commencée après plus de 20h, une quantité d’amorceur équivalente à celle introduite initialement a été 
ajoutée à 21,5h). 
 Plus le rapport [macroATC]/[amorceur] est faible et plus la période d’induction est courte 
(Figure II-31). Au début du procédé PISA, avant que le bloc hydrophobe soit suffisamment important 
pour induire la formation de micelles, il est probable que l’addition du monomère hydrophobe sur le 
premier bloc (PNAM•) se fasse relativement lentement à cause de la faible concentration en nBA 
dans la phase aqueuse (contenant l’amorceur et le macroATC). Plus le rapport 
[macroATC]/[amorceur] augmente, plus l’étape de formation des micelles est retardée.  Puis, après la 
formation des micelles, la polymérisation se déroule principalement dans le cœur des nanoparticules 
(devenu réservoir de monomère nBA) et la cinétique devient plus rapide. Le monomère est 
progressivement consommé ; le ralentissement de la cinétique en fin de polymérisation est la 
conséquence de la diminution de la concentration en monomère. 
 
Figure II-32 : Evolution du diamètre hydrodynamique moyen (Dh) déterminées par QELS des nanoparticules (au 
maximum de conversion) en fonction du rapport [macroATC]/[amorceur]. 
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 Le rapport [macroATC]/[amorceur] ne semble pas avoir beaucoup d’influence sur le diamètre 
hydrodynamique moyen des nanoparticules (Dh). Lorsque ce rapport diminue, Dh est relativement 
constant compte tenu de la différence de conversion finale des différents essais, de l’écart type des 
mesures et de l’utilisation d’un macroATC de masse molaire inférieure pour l’essai DD102. Il ne 
semble pas non plus avoir d’impact significatif sur les indices de polydispersité des nanoparticules 
(0,15 – 0,19).  
Après avoir choisi de conserver le rapport [macroATC]/[amorceur] à une valeur de 2,5 qui 
semble bien adaptée pour obtenir une cinétique rapide dans l’eau (5h), nous nous sommes 
intéressés à l’influence de la nature du solvant.   
II.4.2. Influence du solvant : synthèse de nanoparticules dans un mélange eau/acétonitrile 
Les conjugués Raft(cRGD)4-PNAM qui seront utilisés comme macroATC pour la synthèse des 
nanoparticules fonctionnalisées avec les clusters peptidiques Raft(cRGD)4 (cf. Chapitre II, II.2) étant 
seulement solubles dans le mélange eau/acétonitrile, il a donc été envisagé d’effectuer la synthèse 
des nanoparticules par le procédé PISA dans un mélange eau/acétonitrile (50/50 : v/v). L’acétonitrile 
étant miscible à l’eau et au nBA, il est très probable que sa présence induise des changements 
comparativement aux essais dans l’eau.  
L’essai DD106 est répété à l’identique mais dans un mélange eau/acétonitrile 50/50 (au lieu 
de 100% eau) (essai DD111). 
 
Figure II-33 : Comparaison des cinétiques de conversion du nBA lors d’essais PISA effectués dans l’eau et dans un 
mélange eau/acétonitrile (50/50 : v/v). 
La période d’induction est moins longue dans le mélange eau/acétonitrile (environ 30 min) 
que dans l’eau (environ 80 min) (Figure II-33). Cette diminution de la période d’induction peut 
s’expliquer par l’augmentation de la concentration du nBA dans la phase continue. Ainsi, la 
probabilité d’addition du monomère par les radicaux amorceurs augmente ce qui explique 
l’augmentation de la vitesse de polymérisation du nBA avant la formation des micelles.  
Après cette étape, la vitesse de polymérisation et la conversion finale sont moins 
importantes dans le mélange eau/acétonitrile que dans l’eau. Dans le mélange eau/acétonitrile, on 
atteint 80 % de conversion en 4h30 contre 2h30 dans l’eau. Cette vitesse de polymérisation plus 
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faible dans le mélange eau/acétonitrile pourrait s’expliquer par le gonflement et donc la dilution 
(diminution de la concentration en monomère) par l’acétonitrile, du cœur des micelles. 
Différents échantillons d’un même essai ont été analysés par QELS pour déterminer 
l’évolution du diamètre hydrodynamique moyen des nanoparticules en fonction de la conversion du 
nBA (Tableau II-8). Par ailleurs, différentes conditions de préparation ont été utilisées pour un même 
échantillon (DD111T7) afin d’évaluer l’influence de paramètres tels que la dilution dans l’eau, la 
filtration et la dialyse sur les résultats QELS obtenus. 
Tableau II-8 : Caractéristiques des nanoparticules obtenues lors de la comparaison entre les essais réalisés dans 
l’eau ou dans un mélange eau/acétonitrile (50/50 : v/v). 
Echantillons 
Solvant et conditions 
d’analyses 
Dh (écart 
type) 
(nm) 
PDI 
Conversions 
(%) 
Mn calculée du diblocs 
(Mn du bloc PNAM + Mn 
du bloc PnBA) (g.mol-1) 
DD111T3 eau, non dialysé, filtré 34 (9) 0,15 40 
19 300 
(11 300 + 8 000) 
DD111T4 eau, non dialysé, filtré 45 (13) 0,18 58 
22 900 
(11 300 + 11 600) 
DD111T5 eau, non dialysé, filtré 46 (13) 0,15 71 
25 600 
(11 300 + 14 300) 
DD111T6 eau, non dialysé, filtré 50 (14) 0,12 78 
27 000 
(11 300 + 15 700 
DD111T7 
 
eau, non dialysé, non filtré 54 (18) 0,19 
83 
28 100 
(11 300 + 16 800) 
eau, non dialysé, filtré* 51 (17) 0,18 
eau/acétonitrile (50/50 : v/v), 
non dialysé, filtré 
52 (16) 0,14 
eau, dialysé, non filtré 55 (19) 0,19 
eau, dialysé, filtré 53 (17) 0,15 
DD106 eau, non dialysé, filtré 62 (25) 0,19 93 
41 400 
(11 300 + 30 100) 
*Les mesures de MET du même échantillon donnent les valeurs suivante : diamètre moyen des nanoparticules 
complètes (cœur + couronne) = 53 ± 8 nm ; diamètre moyen du cœur des nanoparticules = 38 ± 7 nm. 
Pour l’essai DD111, les échantillons correspondants à différents points de la courbe cinétique ont été analysés 
(pour des conversions inférieures à 40%, il n’a pas été possible d’obtenir des analyses QELS fiables (limite de 
détection de l’appareil)). Les déterminations des diamètres par MET ont été réalisées sur une moyenne de 300 
nanoparticules.   
 
Figure II-34 : Histogramme de la répartition en nombre du diamètre hydrodynamique des nanoparticules issues 
de l’échantillon DD111T7.  
La présence de l’acétonitrile ne semble pas avoir beaucoup d’influence sur la taille des 
nanoparticules. Pour les deux essais avec (DD111) et sans acétonitrile (DD106), les diamètres 
hydrodynamiques moyens des nanoparticules à conversion maximale sont proches (50-60 nm), 
compte tenu de la différence de conversion et de l’écart type. L’ajout d’acétonitrile ne semble pas 
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non plus avoir d’impact significatif sur les indices de polydispersité (0,12 – 0,19) (Tableau II-8 et 
Figure II-34). Ainsi, nous avons décidé de continuer l’étude dans le mélange eau/acétonitrile (50/50 : 
v/v) et l’essai DD111 a été choisi comme référence à laquelle seront comparés les suivants.  
Pour l’essai DD111, des analyses QELS ont été réalisées sur l’ensemble des échantillons 
(Tableau II-8) (sauf ceux ayant une conversion inférieure à 40 %). Une augmentation de Dh de 34 à 51 
nm est observée avec un accroissement de la conversion de 40 à 83%. Comme c’était attendu, cette 
augmentation n’apparait pas linéaire (Figure II-35, A). En effet, l’augmentation du diamètre 
hydrodynamique de nanoparticules n’augmente pas linéairement avec le volume de PnBA (Figure II-
35, B) directement lié à la conversion.  
 
Figure II-35 : Evaluation du diamètre hydrodynamique (QELS) des nanoparticules en fonction de la conversion en 
monomère nBA pour l’essai de référence DD111 (A) et évolution du diamètre d’une sphère en fonction de son 
volume (B). 
Cette étude a aussi été l’occasion de vérifier que la dilution du prélèvement, la purification 
par dialyse et la filtration (0,45 µm) n’ont pas d’influence sur Dh et PDI (Tableau II-8). La valeur du 
diamètre moyen déterminé à partir des analyses MET (Tableau II-8 et Figure II-36) pour l’échantillon 
T7 (83% de conversion, 53 nm) confirme les valeurs mesurées en QELS. Le fait que les valeurs soient 
aussi proches est toutefois surprenant sachant que l’analyse QELS est réalisée en solution dans l’eau 
(les cheveux hydrophiles ont tendance à être déployés) alors que l’analyse MET correspond à des 
nanoparticules séchées (les cheveux sont à priori en partie repliés sur eux-mêmes).  Ainsi, les valeurs 
MET (certes reposant sur une population statistique plus restreinte) sont à priori attendues plus 
faibles qu’en solution. Par conséquent, nos résultats suggèrent que la QELS donne accès à un 
diamètre hydrodynamique sous-estimé dans le cas de ces nanoparticules chevelues (cf. Chapitre II, 
II.3.3).  
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Figure II-36 : Clichés MET des nanoparticules de DD111T7 : avant dialyse (A), après dialyse (B) et lorsque des 
phénomènes de coalescence se produisent suite au séchage sur la grille (ou après une exposition prolongée au 
faisceau d’électrons) (C). Les clichés D, E et F correspondent aux agrandissements des zones encadrées en blanc 
sur les clichés A, B et C respectivement. 
Estimation des caractéristiques morphologiques des nanoparticules 
 Il est très difficile de caractériser précisément des nanoparticules chevelues, comme par 
exemple le nombre moyen de cheveux par nanoparticule. Afin d’obtenir une estimation de ce 
paramètre, nous avons réalisé des calculs reposant sur plusieurs hypothèses : 1) tous les macroATC 
introduits sont considérés comme impliqués dans la formation des nanoparticules et se retrouvent 
dans la couronne ; 2) le diamètre moyen des nanoparticules chevelues a été assimilé à Dh (QELS) et le 
diamètre moyen du cœur hydrophobe à celui mesuré par MET ; 3) La totalité du nBA se retrouve 
dans le cœur des nanoparticules (le faible pourcentage non polymérisé est négligé). Le tableau 
suivant regroupe l’ensemble des paramètres calculés ainsi que les équations correspondantes. 
Tableau II-9 : Estimation des caractéristiques morphologiques des nanoparticules de l’essai de référence DD111.  
Paramètres mesurés et constantes Abréviations Valeurs 
Longueur d’une liaison carbone-carbone 𝐿𝐶−𝐶  0,154 nm 
Nombre d'Avogadro 𝑁𝐴 6,02.1023 molécules.mol-1 
Densité du PnBA 𝑑𝑃𝑛𝐵𝐴 1,087 g.cm-3 
Masse de nBA initiale 𝑚𝑛𝐵𝐴0 0,36 g 
Degré de polymérisation moyen du macroATC 
PNAM 
𝐷𝑃𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶 79 
Nombre de mol de macroATC 𝑛𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶  1,79.10-5 mol 
Conversion finale du nBA 𝐶𝑜𝑛𝑣𝑛𝐵𝐴 83 % 
Diamètre hydrodynamique moyen des 
nanoparticules  (QELS) 
𝐷ℎ 53 nm 
Diamètre moyen du cœur des nanoparticules 
(MET) 
𝐷𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟  38 nm 
 
A) B) C)
200 nm200 nm 200 nm
D) E) F)
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Tableau II-9 (suite) : Estimation des caractéristiques morphologiques des nanoparticules de l’essai de référence 
DD111.  
Paramètres calculés Abréviations Equations Valeurs 
Mn du bloc PnBA 𝑀𝑃𝑛𝐵𝐴 
[𝑛𝐵𝐴]0 ×  𝑀𝑛𝐵𝐴  ×  
𝐶𝑜𝑛𝑣𝑛𝐵𝐴
100
[𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶]0
 
16800  
g.mol-1 
Volume de PnBA dans 
une nanoparticule 
𝑉𝑃𝑛𝐵𝐴 𝑝𝑎𝑟𝑁𝑃 
4 ×  𝜋 
3
 ×  (
𝐷𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟
2
)
3
 2,87.10-17 cm3 
Masse de PnBA par 
nanoparticule 
𝑚𝑃𝑛𝐵𝐴 𝑝𝑎𝑟 𝑁𝑃  𝑉𝑃𝑛𝐵𝐴 𝑝𝑎𝑟 𝑁𝑃  ×  𝑑𝑃𝑛𝐵𝐴 3,12.10-17 g 
Nombre total de 
nanoparticules 
𝑁𝑏𝑁𝑃 
𝑚𝑛𝐵𝐴0  ×  
𝐶𝑜𝑛𝑣𝑛𝐵𝐴
100
𝑚𝑃𝑛𝐵𝐴 𝑝𝑎𝑟 𝑁𝑃
 
9,57.1015 
 
Longueur théorique du 
macroATC totalement 
déplié 
𝐿𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶  
2 ×  𝐿𝐶−𝐶  ×  sin (
120
2
) 
× 𝐷𝑃𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶 
21 nm 
Diamètre théorique 
maximal des 
nanoparticules 
𝐷𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 𝐷𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟  +  𝐿𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶  × 2 80 nm 
Nombre de macroATC 
PNAM par nanoparticule 
𝑁𝑏𝑐ℎ𝑒𝑣𝑒𝑢𝑥 𝑝𝑎𝑟 𝑁𝑃  
𝑛𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶  ×  𝑁𝐴
𝑁𝑏𝑁𝑃
 1125 
Surface du cœur de la 
nanoparticule 
𝐴𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟  4 ×  𝜋 ×  (
𝐷𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟
2
)
2
 
4536 
nm2 
Surface de la couronne 
de la nanoparticule 
𝐴𝑐𝑜𝑢𝑟𝑜𝑛𝑛𝑒 4 ×  𝜋 ×  (
𝐷ℎ
2
)
2
 8825 nm2 
Nombre de cheveux par 
nm2 de la surface du 
cœur  
/ 
𝑁𝑏𝑐ℎ𝑒𝑣𝑒𝑢𝑥 𝑝𝑎𝑟 𝑁𝑃
𝐴𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟
 
0,25 
 
Nombre de cheveux par 
nm2 de la surface de la 
couronne 
/ 
𝑁𝑏𝑐ℎ𝑒𝑣𝑒𝑢𝑥 𝑝𝑎𝑟 𝑁𝑃
𝐴𝑐𝑜𝑢𝑟𝑜𝑛𝑛𝑒
 0,13 
Aire disponible par 
cheveux à la surface du 
cœur 
𝐴𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟 𝑝𝑎𝑟 𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶  
𝐴𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟
𝑁𝑏𝑐ℎ𝑒𝑣𝑒𝑢𝑥 𝑝𝑎𝑟 𝑁𝑃
 4 nm2 
Aire disponible par 
cheveux à la surface de 
la couronne 
𝐴𝑐𝑜𝑢𝑟𝑜𝑛𝑛𝑒 𝑝𝑎𝑟 𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶  
𝐴𝑐𝑜𝑢𝑟𝑜𝑛𝑛𝑒
𝑁𝑏𝑐ℎ𝑒𝑣𝑒𝑢𝑥 𝑝𝑎𝑟 𝑁𝑃
 7,9 nm2 
Distance moyenne entre 
deux cheveux au niveau 
de la surface du cœur 
𝐷𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐ℎ𝑒𝑣𝑒𝑢𝑥 𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟  √𝐴𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟 𝑝𝑎𝑟 𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶  2 nm 
Distance moyenne entre 
deux cheveux au niveau 
de la surface de la 
couronne 
𝐷𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐ℎ𝑒𝑣𝑒𝑢𝑥 𝑐𝑜𝑢𝑟𝑜𝑛𝑛𝑒 √𝐴𝑐𝑜𝑢𝑟𝑜𝑛𝑛𝑒 𝑝𝑎𝑟 𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶  2,8 nm 
 
En tenant compte de ces hypothèses, le nombre moyen de cheveux par nanoparticule est de 
1125, ce qui correspond à 0,25 cheveu par nm2 (ou 4 nm2 d’aire disponible par cheveu) au niveau de 
la surface du cœur de la nanoparticule et paraît tout à fait plausible126-128.  
Remarque : Pour vérifier que l’ensemble des macroATC PNAM sont impliqués dans la stabilisation 
des nanoparticules, il faudrait vérifier qu’à l’issue de la purification par dialyse, il n’y a pas de chaînes 
PNAM dans le bain de dialyse. Des premières analyses par RMN 1H n’ont pas permis d’en détecter, ce 
qui semble indiquer qu’il n’y en a pas ou extrêmement peu. Toutefois, ces analyses ayant été 
réalisées sur de petites quantités (moins de 500 µL de brut réactionnel), il serait judicieux de les 
confirmer. 
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II.4.3. Influence du rapport [Monomère hydrophobe]/[Monomère hydrophile]. 
La variation du rapport molaire hydrophobe/hydrophile du copolymère à blocs P(NAM-b-
nBA) peut avoir des conséquences très significatives sur les résultats obtenus par polymérisation de 
type PISA (cf. Chapitre II, II.1). Ce rapport dépend de trois paramètres : la masse molaire et la 
concentration du macroATC PNAM ainsi que la concentration en monomère nBA. 
Pour cette étude, trois séries de polymérisations ont été réalisées à concentration en nBA 
constante (1 mol.L-1). En effet, cette dernière n’a pas été diminuée afin de garder un taux de solide 
important (16 à 33 % massique). Par ailleurs, des tests ont montré que l’augmentation de [nBA] 
induisait une forte viscosité du milieu réactionnel (les autres paramètres restants constants) ce qui 
pourrait perturber l’auto-assemblage des copolymères.  
La première série a consisté à faire varier la concentration en macroATC PNAM, la seconde, 
sa masse molaire et la troisième série, les deux paramètres simultanément. Ainsi, dans les 2 
premières séries le rapport hydrophobe/hydrophile est variable ; dans la troisième série, ce rapport 
est constant. 
II.4.3.1. Influence de la concentration en macroATC PNAM 
Pour cette première série d’essais, la masse molaire moyenne en nombre du macroATC 
(11 300 g.mol-1) et la concentration en monomère nBA (1 mol.L-1) sont restées identiques ; c’est la 
concentration en macroATC qui a varié. Idéalement, dans ces conditions, lorsque la concentration en 
macroATC augmente, le nombre de chaînes de copolymère à blocs augmente. Comme la 
concentration en nBA reste constante, le rapport [nBA]/[macroATC] diminue (la masse molaire visée 
du bloc PnBA diminue). Ceci induit donc une diminution du rapport hydrophobe/hydrophile du 
copolymère à blocs correspondant (de 5 à 0,5 ; Tableau II-10 et Figure II-37). Ainsi, lorsque la 
concentration en macroATC augmente, les nanoparticules attendues devraient avoir une épaisseur 
de couronne identique mais un cœur hydrophobe de diamètre de plus en plus petit, comme 
représenté sur la Figure II-37. De plus, le nombre de nanoparticules formées devrait augmenter avec 
la concentration en macroATC. En effet, la masse molaire du macroATC étant maintenue identique, 
lorsque le diamètre du cœur hydrophobe diminue, la stabilisation des nanoparticules nécessite un 
moins grand nombre de macroATC. 
Tableau II-10 : Récapitulatif des principaux paramètres de la série d’essais faisant varier la concentration en 
macroATC.  
Essais Mn du 
macroATC 
(g.mol-1) 
[nBA] 
(mol.L-1) 
[macroATC] 
(mol.L-1) 
[Monomère 
nBA]/[macroATC]  
[Monomère 
hydrophobe]/[Monomère 
hydrophile]  
DD131 11 300 1 0,0025 393 5 
DD118 11 300 1 0,0036 275 3,5 
DD130 11 300 1 0,0042 236 3 
DD111 11 300 1 0,0064 157 2 
DD129 11 300 1 0,0127 79 1 
DD128 11 300 1 0,0255 39 0,5 
Pour l’ensemble de ces essais, le solvant est un mélange eau/acétonitrile (50/50 : v/v), le rapport 
[macroATC]/[amorceur] est maintenu à 2,5 et la température est de 80°C. 
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Figure II-37 : Représentation schématique des conséquences de l’augmentation de la concentration en 
macroATC sur les paramètres du copolymère à blocs (A) et des nanoparticules (B) pour une série d’essais 
réalisés avec une masse molaire de macroATC et [nBA] constantes. L correspond à l’épaisseur de la couronne et 
D au diamètre du cœur des nanoparticules. 
Les courbes cinétiques de cette série d’essais (Figure II-38) ont toutes la même allure 
générale, très proche de la référence DD111, avec un plateau de conversion entre 70 et 83 %. 
Cependant, il semblerait que lorsque [macroATC] augmente, la période d’induction diminue et la 
cinétique de polymérisation soit un peu plus rapide. 
 
Figure II-38 : Evolution de la conversion du nBA en fonction du temps pour la série d’essais faisant varier la 
concentration en macroATC. 
Cette augmentation de la cinétique de polymérisation pourrait être expliquée, d’une part, 
par l’augmentation de la viscosité du milieu réactionnel (suite à l’augmentation de la concentration 
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initiale en PNAM) et d’autre part, par l’augmentation de la concentration en amorceur. En effet, pour 
ces essais, il a été choisi de garder le rapport [macroATC]/[Amorceur] constant car il avait été montré 
précédemment que cela permettait d’obtenir des cinétiques similaires (polymérisations RAFT de la 
NAM en solution avec ce même type d’ATC129).  
La conversion finale des différents essais étant relativement similaire (Tableau II-11), il est 
possible de comparer les diamètres hydrodynamiques moyens des nanoparticules en fonction du 
rapport hydrophobe/hydrophile et de la concentration en macroATC (Figure II-39). 
Tableau II-11 : Récapitulatif des caractéristiques des nanoparticules issues de la série d’essais faisant varier la 
concentration en macroATC. 
Essais 
[macroATC] 
(mol.L-1) 
Rapport 
H/h* 
Mn macroATC 
(g.mol-1) 
(CES/DDL) 
Conversion 
finale (%) 
Mn bloc nBA 
(g.mol-1) 
(calculée) 
Mn du 
copolymère 
diblocs 
(g.mol-1) 
(calculée) 
Dh 
(écart 
type) 
(nm) 
PDI 
DD131 0,0025 5 11 300 70 35 200 46 500 107 (34) 0,08 
DD118 0,0036 3,5 11 300 80 28 000 39 300 79 (27) 0,13 
DD130 0,0042 3 11 300 77 23 200 34 500 67 (21) 0,11 
DD111 0,0064 2 11 300 83 16 800 28 100 51 (17) 0,18 
DD129 0,0127 1 11 300 76 7 700 19 000 29 (8) 0,24 
DD128 0,0255 0,5 11 300 81 4 100 15 400 25 (7) 0,24 
*Rapport hydrophobe/hydrophile 
 
Figure II-39 : Evolution du diamètre hydrodynamique moyen des nanoparticules en fonction du rapport 
hydrophobe/hydrophile (A) et de la concentration en macroATC (B). 
Le diamètre hydrodynamique moyen des nanoparticules diminue (comme attendu pour le 
diamètre du cœur hydrophobe) avec l’augmentation de la concentration en macroATC (Figure II-39, 
B). Par ailleurs, Dh augmente (de manière quasiment linéaire) de 20 à 100 nm avec le rapport molaire 
hydrophobe/hydrophile (de 0,5 à 5) (Figure II-39, A). 
Lorsque [macroATC] tend vers 0, le diamètre des nanoparticules semble tendre vers l’infini. 
Cependant, il doit exister une concentration limite en deçà de laquelle les chaînes polymères 
hydrophiles ne sont pas en nombre suffisant pour stabiliser les particules. Pour [macroATC] la plus 
faible (0,0025 mol.L-1), la valeur du PDI (0,08) qui reste très satisfaisante indique que cette 
concentration limite n’a pas encore été atteinte. A l’opposé, lorsque [macroATC] tend vers l’infini, la 
taille des nanoparticules semble tendre vers une asymptote de l’ordre de 20 nm (Figure II-39, B), qui 
correspond au cas de micelles fictives possédant un cœur hydrophobe insignifiant en comparaison 
relative aux polymères hydrophiles de la couronne (Figure II-37, B). L’extrapolation de la droite 
(Figure II-39, A) pour un rapport hydrophobe/hydrophile de 0, conduit à un diamètre 
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hydrodynamique de 13 nm. Cette valeur est environ 4 fois inférieure aux 43 nm correspondant à la 
longueur théorique de deux chaînes de macroATC PNAM totalement dépliées et mises bout à bout 
(Figure II-40, B et C). Cette différence peut s’expliquer par le fait que les chaînes polymères sont 
flexibles et en réalité plus ou moins repliées.    
 
Figure II-40 : Représentation schématique d’une nanoparticule avec les blocs PnBA enchevêtrés et les cheveux 
de PNAM repliés dans une conformation en forme de champignon (A) et d’une micelle fictive avec les chaînes de 
PNAM repliées en conformation de champignon (B) ou totalement dépliées (C). 
L’indice de polydispersité des nanoparticules diminue lorsque le rapport molaire 
hydrophobe/hydrophile augmente. Globalement, PDI est faible (<0,15) pour les rapports 
hydrophobe/hydrophile supérieurs à 2. Il se pourrait que la plus faible quantité d’amorceur alors 
utilisée, favorise un meilleur contrôle de la formation des nanoparticules. Pour les rapports 
hydrophobe/hydrophile inférieurs ou égaux à 2, la valeur de PDI est proche de 0,2 ce qui reste très 
satisfaisant pour des nanoparticules constituées d’un cœur dont la Tg est relativement faible.  
II.4.3.2. Influence de la masse molaire du macroATC PNAM 
La seconde série de polymérisation a consisté à faire varier la masse molaire moyenne en 
nombre Mn du macroATC (de 11 300 à 36 100 g.mol-1, Tableau II-12), tout en gardant constantes les 
concentrations en macroCTA et en nBA (la masse molaire du bloc PnBA visée à 100% de conversion 
est donc constante (20 000 g.mol-1)). Idéalement, dans ces conditions, le rapport 
hydrophobe/hydrophile des copolymères à blocs obtenus varie avec la masse molaire du macroATC 
PNAM (Figure II-41, A). En ce qui concerne les nanoparticules attendues, elles devraient avoir un 
cœur hydrophobe de taille similaire et une couronne de cheveux hydrophiles de plus en plus large 
avec l’augmentation de la masse molaire du macroATC (Figure II-41, B). Toutefois, ceci suppose que 
le nombre de nanoparticules formées et le nombre de PNAM par nanoparticule restent les mêmes 
pour tous les essais. Or, cette hypothèse n’est pas forcément vérifiée. En effet, il est probable que le 
pouvoir de stabilisation du macroATC augmente avec sa masse molaire, diminuant ainsi le nombre de 
PNAM nécessaires pour stabiliser une nanoparticule. De plus, lorsque la masse molaire du macroATC 
hydrophile augmente, il est nécessaire d’atteindre une longueur plus élevée du bloc hydrophobe 
avant d’induire la formation de micelles. Ainsi, dans ces conditions, il devrait exister une masse 
molaire de macroATC « critique » au dessus de laquelle le bloc hydrophobe ne serait pas assez long 
pour perturber la solubilité du copolymère à blocs et ne permettrait plus d’auto-assemblage.  
A) B) C)
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Tableau II-12 : Récapitulatif des principaux paramètres de la série d’essais faisant varier la masse molaire du 
macroATC. 
Essais Mn du 
macroATC 
(g.mol-1) 
[nBA] 
(mol.L-1) 
[Amorceur] 
(mol.L-1) 
[macroATC] 
 (mol.L-1) 
[Monomère 
nBA]/[macroATC]  
[Monomère 
hydrophobe]/ 
[Monomère 
hydrophile]  
DD111 11 300 1 0,0025 0,0064 157 2 
DD125 18 000 1 0,0025 0,0064 157 1,25 
DD126 26 400 1 0,0025 0,0064 157 0,85 
DD127 36 100 1 0,0025 0,0064 157 0,62 
Pour l’ensemble de ces essais, le solvant est un mélange eau/acétonitrile (50/50 : v/v), le rapport 
[macroATC]/[amorceur] est maintenu à 2,5 et la température est de 80°C. 
 
Figure II-41 : Représentation schématique des conséquences de l’augmentation de la masse molaire du 
macroATC sur les paramètres du copolymère à blocs (A) et des nanoparticules (B) pour une série d’essais 
réalisés avec [macroATC] et [nBA] constantes. L correspond à l’épaisseur de la couronne et D au diamètre du 
cœur des nanoparticules.  
Les cinétiques de polymérisation de cette série d’essais où la concentration en amorceur est 
identique dans tous les cas ont la même allure générale, proche de la référence DD111 (Figure II-42). 
Les périodes d’induction semblent proches (autour de 30 min). De la même manière que pour la 
série d’essais précédente, il semble que lorsque le rapport hydrophobe/hydrophile diminue, la 
cinétique de polymérisation (vitesse de polymérisation et plateau de conversion) augmente 
légèrement. Ceci pourrait s’expliquer par l’augmentation de viscosité du milieu de polymérisation 
lorsque la masse molaire du macroATC augmente.   
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Figure II-42 : Evolution de la conversion du nBA en fonction du temps pour la série d’essais faisant varier la 
masse molaire du macroATC.   
Tableau II-13 : Récapitulatif des caractéristiques des nanoparticules issues de la série d’essais faisant varier la 
masse molaire du macroATC.  
Essais 
Rapport 
hydrophobe/ 
hydrophile 
Mn macroATC 
(g.mol-1) 
(CES/DDL) 
Conversion 
finale (%) 
Mn bloc nBA 
(g.mol-1) 
(calculée) 
Mn du 
copolymère 
diblocs (g.mol-1) 
(calculée) 
Dh 
(écart 
type) 
(nm) 
PDI 
DD111 2 11 300 83 16 800 28 100 51 (17) 0,18 
DD125 1,25 18 000 86 17 400 35 400 71 (21) 0,11 
DD126 0,85 26 400 94 19 000 45 400 86 (31) 0,15 
DD127 0,62 36 100 95 19 100 55 200 101 (38) 0,13 
 
 
Figure II-43 : Evolution du diamètre hydrodynamique moyen des nanoparticules en fonction du rapport 
hydrophobe/hydrophile (A) et de la masse molaire du macroATC (B).  
Les conversions finales des synthèses étant relativement proches (83-95%), la taille des 
nanoparticules peut être comparée (Tableau II-13). Pour cette deuxième série d’essais, le diamètre 
hydrodynamique moyen des nanoparticules augmente de 50 à 100 nm avec la diminution du rapport 
hydrophobe/hydrophile (de 2 à 0,5) et avec l’augmentation de la masse molaire du macroATC (de 
11 300 à 36 400 g.mol-1) (Figure II-43). L’indice de polydispersité des nanoparticules reste 
relativement constant (proche de 0,15), lorsque le rapport hydrophobe/hydrophile diminue.  
Pour les différents essais, le diamètre du cœur hydrophobe doit rester relativement similaire 
étant donné que [nBA] initiale et [macroATC] sont constantes et que les conversions finales sont 
proches. Par conséquent, l’augmentation de Dh avec la masse molaire du macroATC PNAM (Figure II-
43, B) résulte probablement de l’augmentation de l’épaisseur de la couronne hydrophile. Dans cette 
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hypothèse, lorsque la masse molaire du macroATC tend vers 0 ou que le rapport 
hydrophobe/hydrophile tend vers l’infini, Dh tend vers une valeur correspondant à une particule 
fictive constitué uniquement d’un cœur hydrophobe sans cheveux hydrophile (Figure II-41, B). A 
l’inverse, quand la masse molaire du macroATC tend vers l’infini ou que le rapport 
hydrophobe/hydrophile tend vers 0, Dh tend vers l’infini. 
Dh ne semble pas augmenter linéairement avec la masse molaire du macroATC (Figure II-43 
B) mais en se basant seulement sur 4 points et compte tenu des écarts types des mesures de Dh 
(Tableau II-13), il est difficile de statuer. En considérant que le diamètre du cœur reste constant, une 
évolution linéaire signifierait que les cheveux hydrophiles conservent un comportement identique 
quand la masse molaire du macroATC augmente (notamment en ce qui concerne la conformation 
adoptée). Toutefois, une évolution non linéaire semble plus probable et dans ce cas, deux 
hypothèses peuvent expliquer ces résultats :  
- Pour une même densité de cheveux à la surface de la nanoparticule et un même diamètre du 
cœur, les macroATC de Mn plus élevée peuvent probablement se replier dans une proportion 
plus importante (Figure II-44). Ainsi, l’épaisseur de la couronne n’augmente pas linéairement 
avec la masse molaire du macroATC. 
- Le pouvoir stabilisant du macroATC augmente avec sa masse molaire. Ainsi, chaque 
nanoparticule nécessite un nombre moins élevé de macroATC. En conséquence, un plus 
grand nombre de nanoparticules peuvent être formées avec des cœurs contenant moins de 
nBA et donc de plus petit diamètre.   
 
Figure II-44 : Représentation schématique de l’augmentation de la proportion de repliement des cheveux PNAM 
des nanoparticules avec l’augmentation de leur masse molaire. 
II.4.3.3. Influence de la concentration en macroATC et de sa masse molaire avec un 
rapport hydrophobe/hydrophile constant  
L’objectif de cette étude est d’évaluer la variation de la taille des nanoparticules quand le 
rapport hydrophobe/hydrophile reste constant et que la masse molaire du copolymère à blocs 
augmente. Pour cette série d’essais, un rapport hydrophobe/hydrophile de 2 est choisi (celui de la 
référence DD111), [nBA] est maintenue constante et c’est la masse molaire et la concentration du 
macroATC qui varient (Tableau II-14).  
Dans ces conditions, lorsque la masse molaire du macroATC augmente (de 11 300 à 47 300 
g.mol-1), la masse molaire visée du bloc PnBA augmente également, de manière à maintenir constant 
B)A)
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le rapport hydrophobe/hydrophile du copolymère à blocs (Figure II-45, A). Ainsi, comme [nBA] reste 
constante, [macroCTA] diminue avec l’augmentation de sa masse molaire.  
L’augmentation de la masse molaire du copolymère à blocs en conservant un rapport 
hydrophobe/hydrophile constant devrait conduire à l’obtention de nanoparticules ayant des cœurs 
hydrophobes et des couronnes hydrophiles de plus en plus grands (Figure II-45, B). 
Tableau II-14 : Récapitulatif des principaux paramètres de la série d’essais faisant varier la masse molaire du 
macroATC et sa concentration en conservant un rapport hydrophobe/hydrophile de 2. 
Essais 
Mn du 
macroATC 
(g.mol-1) 
[nBA] 
(mol.L-1) 
[Amorceur] 
(mol.L-1) 
[macroATC] 
(mol.L-1) 
[Monomère 
nBA]/[macroATC] 
[Monomère 
hydrophobe]/ 
[Monomère 
hydrophile] 
DD111 11 300 1 0,0025 0,0064 157 2 
DD119 18 000 1 0,0016 0,0040 252 2 
DD120 26 400 1 0,0011 0,0027 371 2 
DD121 36 100 1 0,0008 0,0020 508 2 
DD122 47 300 1 0,0006 0,0015 667 2 
Pour l’ensemble de ces essais, le solvant est un mélange eau/acétonitrile (50/50 : v/v), le rapport 
[macroATC]/[amorceur] est maintenu à 2,5 et la température est de 80°C. 
 
Figure II-45 : Représentation schématique des conséquences de la conservation d’un rapport 
hydrophobe/hydrophile de 2 en augmentant la masse molaire du macroATC et en diminuant [macroATC], sur 
les paramètres du copolymère à blocs (A) et des nanoparticules (B) pour une série d’essais réalisés avec [nBA] 
constante. L correspond à la taille de la couronne et D au diamètre du cœur des nanoparticules. 
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[macroATC]
Mn du macroATC
Mn du bloc PnBA
Rapport hydrophobe/hydrophile constant
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L
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D
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Les cinétiques de polymérisation de cette série d’essais ont une allure similaire, proche de la 
synthèse de référence DD111, avec des conversions finales proches de 90% après 6 heures de 
polymérisation (Figure II-46). 
 
Figure II-46 : Evolution de la conversion du nBA en fonction du temps pour la série d’essais faisant varier la 
masse molaire et la concentration du macroATC en conservant un rapport hydrophobe/hydrophile de 2. 
Les cinétiques de polymérisation semblent plus rapides lorsque la masse molaire du 
macroATC augmente, à nouveau probablement à cause de l’augmentation de la viscosité du milieu 
réactionnel, ce qui a été confirmé par l’observation.  
Tableau II-15 : Récapitulatif des caractéristiques des nanoparticules issues de la série d’essais faisant varier la 
masse molaire et la concentration du macroATC en conservant un rapport hydrophobe/hydrophile de 2.  
Essais 
Mn 
macroATC 
(g.mol-1) 
(CES/DDL) 
Conversion 
finale (%) 
Mn bloc nBA 
(g.mol-1) 
(calculée) 
Mn du 
copolymère 
diblocs (g.mol-1) 
(calculée) 
Dh  
(écart type) 
(nm) 
PDI 
DD111 11 300 83 16 800 28 100 51 (17) 0,18 
DD119 18 000 87 28 000 46 000 98 (31) 0,09 
DD120 26 400 91 43 200 69 600 140 (43) 0,06 
DD121 36 100 94 61 200 97 300 170 (58) 0,10 
DD122 47 300 90 77 100 124 400 247 (107) 0,19 
 
Les conversions finales des polymérisations étant relativement proches (Tableau II-15), le 
diamètre hydrodynamique moyen des nanoparticules peut être comparé. Ce dernier augmente quasi 
linéairement avec l’augmentation de la masse molaire calculée du copolymère diblocs ainsi que de la 
masse molaire du macroATC (Figure II-47). Les indices de polydispersité fluctuent mais restent 
relativement faibles et inférieurs à 0,2 (Tableau II-15). 
Le diamètre hydrodynamique moyen Dh augmente de 50 à 250 nm pour une gamme de 
masse molaire du copolymère à blocs de 28 000 g.mol-1 à 124 000 g.mol-1. La linéarité des deux 
courbes de la figure II-47 semble indiquer que Dh augmente proportionnellement avec l’épaisseur de 
la couronne et le diamètre du cœur (Figure II-45, B). De plus, les droites de régression passent par 0 
(moyennant l’erreur expérimentale), ce qui paraît logique car pour un rapport 
hydrophobe/hydrophile constant, lorsque la masse molaire du macroATC tend vers 0, celle du bloc 
PnBA aussi, tout comme la taille des nanoparticules. 
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Figure II-47 : Evolution du diamètre hydrodynamique moyen des nanoparticules en fonction de la masse molaire 
moyenne du copolymère à blocs (calculée) (A) et du macroATC (déterminée par CES/DDL) (B).  
Le diamètre maximal de nanoparticule (250 nm) pour cette série d’essais semble toujours 
appartenir au domaine de linéarité de la courbe. Il est donc probable qu’en augmentant encore la 
masse molaire du macroATC (dans ces conditions), il serait possible d’obtenir des nanoparticules de 
plus grande taille avec des caractéristiques similaires (sphériques, bien stabilisées par le polymère 
PNAM hydrophile). 
II.4.4. Influence de la présence de réticulants 
L’ajout de réticulants hydrophobes qui copolymérisent avec le nBA peut permettre de figer le 
cœur des nanoparticules afin de les rendre plus stables (empêcher la coalescence entre les 
nanoparticules et/ou la diffusion de chaînes de copolymère à blocs). Deux réticulants non 
fluorescents ont été testés dans un premier temps afin d’évaluer leur influence sur la cinétique de 
polymérisation et sur la taille des nanoparticules formées : le N,N’-MéthylèneBis(Acrylamide) (MBA) 
et le 1,4-Butanediol diacrylate (BDDA) (Figure II-48). Il s’est avéré que le MBA n’était pas adéquat car 
trop soluble en phase aqueuse, ce qui avait tendance à induire la formation de microgels de manière 
non contrôlée. La suite de l’étude a donc été réalisée avec du BDDA, un diacrylate plus hydrophobe 
qui de plus, devrait bien copolymériser avec le nBA du fait de leur analogie structurale.  
 
Figure II-48 : Structures des deux réticulants envisagés. 
Cette série d’essais a été effectuée avec les mêmes paramètres que la référence DD111. La 
seule différence est l’ajout de BDDA dont la quantité varie de 1,5 à 12 % molaire par rapport au nBA 
qui conserve une concentration de 1 mol.L-1 dans chaque cas (Tableau II-16).  
 
 
 
y = 0,0051x - 1,9247
R² = 0,9846
0
50
100
150
200
250
300
0 10000 20000 30000 40000 50000
D
h
(n
m
)
Mn du macroATC (g.mol-1)
y = 0,0019x + 2,6001
R² = 0,978
0
50
100
150
200
250
300
0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000
D
h
(n
m
)
Mn du copolymère diblocs (g.mol-1)
B)A)
MBA BDDA
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
130 
 
Tableau II-16 : Récapitulatif des principaux paramètres de la série d’essais faisant varier le pourcentage molaire 
en réticulant BDDA. 
Essais 
réticulant 
BDDA (mol% 
par rapport 
au nBA) 
Mn du  
macroATC  
(g.mol-1) 
[nBA] 
(mol.L-1) 
[Amorceur] 
(mol.L-1) 
[macroATC] 
(mol.L-1) 
[Monomère 
nBA]/ 
[macroATC] 
[Monomère 
hydrophobe]/
[Monomère 
hydrophile] 
DD111 0 11 300 1 0,0025 0,0064 157 2 
DD116 1,5 11 300 1 0,0025 0,0064 157 2 
DD134 3 11 300 1 0,0025 0,0064 157 2 
DD135 6 11 300 1 0,0025 0,0064 157 2 
DD136 9 11 300 1 0,0025 0,0064 157 2 
DD137 12 11 300 1 0,0025 0,0064 157 2 
Pour l’ensemble de ces essais le solvant est un mélange eau/acétonitrile (50/50 : v/v), le rapport 
[macroATC]/[amorceur] est maintenu à 2,5 et la température est de 80°C. 
 
Figure II-49 : Evolution de la conversion du nBA en fonction du temps pour la série d’essais faisant varier le 
pourcentage molaire en réticulant BDDA. 
Les cinétiques de polymérisation de cette série d’essais ont une allure similaire, proche de 
l’essai de référence DD111, et dans tous les cas plus de 80% de conversion sont atteints après 6h de 
polymérisation (Figure II-49). Malgré une variation apparemment aléatoire de la période d’induction 
les vitesses de polymérisation semblent proches. Il semble donc que la présence du réticulant BDDA 
(à moins de 10 mol% par rapport au nBA) n’influe pas sur la cinétique de polymérisation. Il faut 
cependant noter la formation d’un gel irréversible lors de l’essai avec le pourcentage le plus élevé 
(DD137, 12%) ce qui n’a pas permis de faire un suivi cinétique optimal. Dans ce cas, le gel n’a pas pu 
être redispersé en fin de polymérisation et n’a donc pas été analysé. 
Tableau II-17 : Récapitulatif des caractéristiques des nanoparticules issues de la série d’essais faisant varier le 
pourcentage molaire en réticulant BDDA.  
Essais 
BDDA 
(mol% par 
rapport au 
nBA) 
Mn macroATC 
(g.mol-1) 
(CES/DDL) 
Conversion 
finale (%) 
Mn bloc nBA  
(g.mol-1) 
(calculée) 
Mn du copolymère 
diblocs (g.mol-1) 
(calculée) 
Dh  
(écart 
type) 
(nm) 
PDI 
DD111 0 11 300 83 16 800 28 100 51 (17) 0,18 
DD116 1,5 11 300 86 17 300 28 600 59 (19) 0,21 
DD134 3 11 300 81 16 300 27 600 42 (11) 0,1 
DD135 6 11 300 86 17 300 28 600 38 (10) 0,11 
DD136 9 11 300 92 18 400 29 700 58 (18) 0,16 
DD137 12 11 300 91 18 200 29 500 Gel* n/a 
* gélification du milieu réactionnel. 
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Les conversions finales des essais étant relativement proches (81-92%, Tableau II-17), le 
diamètre hydrodynamique moyen des nanoparticules peut être comparé. Comme le montre la Figure 
II-50, pour les pourcentages molaires inférieurs ou égaux à 9 %, Dh varient peu (entre 38 et 59 nm), 
compte tenu des écarts types des mesures QELS (Tableau II-17) et de la légère variation des 
conversions finales. Les indices de polydispersité restent inférieurs à 0,2. Il semble que la présence 
du réticulant BDDA n’ait pas d’influence significative sur la taille moyenne finale des nanoparticules si 
son pourcentage molaire reste inférieur à 12 %.  
 
Figure II-50 : Evolution du diamètre hydrodynamique moyen des nanoparticules en fonction du 
pourcentage molaire du réticulant BDDA par rapport au nBA. 
II.4.5. Synthèse de nanoparticules avec un cœur fluorescent 
Notre stratégie vise à réaliser un marquage fluorescent du cœur des nanoparticules afin de 
pouvoir les suivre par microscopie optique tout en évitant les potentielles interférences entre les 
fluorophores et les entités de ciblage présentes en périphérie des nanoparticules (cf. Chapitre II, II.2). 
Pour cela, il est possible d’utiliser soit un monomère ou soit un réticulant, fluorescent et hydrophobe, 
qui copolymérise avec le nBA (de la même manière que pour le réticulant BDDA). Ces deux stratégies 
ont été envisagées, avec soit un monomère fluorescent porteur de la Cyanine 5.5, soit avec le 
réticulant fluorescent RPDI 2 (cf. Chapitre II, introduction partie II). La microscopie de fluorescence 
étant une technique très sensible, la concentration du composé fluorescent à l’intérieur du cœur des 
nanoparticules est maintenue relativement faible (0,15 % de [nBA]) de manière à éviter les 
phénomènes de self-quenching9. De plus, pour obtenir des nanoparticules plus stables, le cœur a été 
réticulé avec du BDDA. 
II.4.5.1. Synthèse du monomère CyAM 
Au préalable de cette étude, un monomère de type acrylamide porteur de la Cyanine 5.5 
(non sulfonatée) a été obtenu en faisant réagir la Cyanine5.5 portant un bras espaceur terminé par 
une fonction amine primaire (la même que celle utilisée pour la synthèse des conjugués linéaires) 
avec le monomère NAS, en présence de DIPEA (Figure II-51).  
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Figure II-51 : Synthèse du monomère CyAM. 
 
Figure II-52 : Spectre RMN 1H (300 MHz, CDCl3) du monomère CyAM après purification. 
Pour isoler le composé final, une précipitation dans l’éther diéthylique suivie d’une 
purification sur colonne de silice ont été réalisées. Le spectre RMN 1H (Figure II-52) présente 
l’ensemble des pics caractéristiques du monomère CyAM attendu et indique une très bonne pureté 
( 98% (estimation RMN 1H)). Un rendement final en produit pur de 56 % a été obtenu (un seul 
essai). Cependant, ce protocole pourrait être optimisé, par exemple la purification sur colonne de 
silice pourrait suffire.  
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II.4.5.2. Synthèse de nanoparticules en présence de mélanges BDDA/RPDI 2 et 
BDDA/monomère CyAM 
Deux essais ont été réalisés, l’un avec un mélange (réticulant non fluorescent/monomère 
fluorescent) BDDA/monomère CyAM (DD145), l’autre avec un mélange (réticulant non 
fluorescent/réticulant fluorescent) BDDA/RPDI 2 (DD144).  
Pour les raisons évoquées précédemment, cette étude a été effectuée avec une faible 
concentration en composé fluorescent (0,15 mol% par rapport au nBA) et en réticulant BDDA (2,85 
mol% par rapport au nBA). Les résultats ont ainsi pu être comparés avec ceux obtenus lors d’un essai 
similaire réalisé sans composé fluorescent mais avec le réticulant BDDA (DD134) (Tableau II-18). 
Tableau II-18 : Récapitulatif des principaux paramètres de la série d’essais en vue d’élaborer des nanoparticules 
fluorescentes. 
Essais 
BDDA 
(mol% 
par 
rapport 
au nBA) 
Monomère 
fluorescent 
(mol% par 
rapport au 
nBA) 
Mn du 
macroATC 
(g.mol-1) 
[nBA] 
(mol.L-1) 
[Amorceur] 
(mol.L-1) 
[macroATC] 
(mol.L-1) 
[Monomère 
nBA]/ 
[macroATC] 
[Monomère 
hydrophobe]/
[Monomère 
hydrophile] 
DD134 3 / 11 300 1 0,0025 0,0064 157 2 
DD144 2,85 
RPDI 2 
(0,15) 
11 300 1 0,0025 0,0064 157 2 
DD145 2,85 
Monomère 
CyAM 
(0,15) 
11 300 1 0,0025 0,0064 157 2 
Pour ces essais, le solvant est un mélange eau/acétonitrile (50/50 : v/v), le rapport [macroATC]/[amorceur] est 
maintenu à 2,5 et la température est de 80°C. 
 
 
Figure II-53 : Influence de la présence des composés fluorescents, monomère CyAM et réticulant RDPI 2 sur 
l’évolution de la conversion du nBA en fonction du temps. 
Les cinétiques de polymérisation de cette série d’essais ont une allure similaire, proche de 
l’essai de référence DD134 (Figure II-53). Environ 81 - 85 % de conversion sont atteints en 6h, sauf 
pour DD144 (67%), ce qui pourrait être dû à une impureté contenue en faible proportion dans le 
réticulant RPDI 2.  
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Tableau II-19 : Récapitulatif des caractéristiques des nanoparticules possédant un cœur fluorescent. 
Essais 
BDDA 
(mol% 
par 
rapport 
au nBA) 
fluorophore 
(mol% par 
rapport au 
nBA) 
Mn 
macroATC 
(g.mol-1) 
(CES/DDL) 
Conversion 
finale (%) 
Mn bloc 
nBA 
(g.mol-1) 
(calculée) 
Mn du 
copolymère 
diblocs 
(g.mol-1) 
(calculée) 
Dh 
(écart 
type) 
(nm) 
PDI 
DD134 3 0 11 300 81 16 300 27 600 42 (11) 0,1 
DD144 2,85 
RPDI 2 
(0,15) 
11 300 67 13 500 24 800 36 (11) 0,19 
DD145 2,85 
monomère 
CyAM (0,15) 
11 300 85 17 200 28 500 35 (10) 0,15 
 
Les diamètres hydrodynamiques moyens des nanoparticules fluorescentes sont de l’ordre de 
35 nm (Tableau II-19), un peu plus faibles que celui obtenu pour l’essai de référence sans composé 
fluorescent (42 nm). Les indices de polydispersité sont compris entre 0,1 et 0,2. Il semble donc que la 
présence des composés fluorescents (monomère ou réticulant) n’ait pas d’influence significative sur 
la taille moyenne finale des nanoparticules. Il est toutefois surprenant d’obtenir un Dh presque 
identique pour les essais DD144 et DD145 alors que leurs conditions de synthèse sont quasiment 
identiques et leurs conversions finales (67% et 85% respectivement) ont un écart d’environ 21%. 
Après purification par dialyse, les nanoparticules synthétisées en présence du monomère 
CyAM ou du réticulant RPDI 2 conservent leur couleur, respectivement bleue intense et verte. Ceci 
constitue un argument supplémentaire de l’incorporation des composés fluorescent dans les 
nanoparticules. 
II.4.5.3. Caractérisation optique 
La caractérisation optique a été réalisée sur des nanoparticules issues d’un essai exploratoire 
(DD107) avec le réticulant RPDI 1 dont la seule différence par rapport à RPDI 2 est la nature des 
fonctions polymérisables (cf. Figure II-25). Nous avons comparé les spectres d’absorption et 
d’émission de fluorescence des nanoparticules réticulées en présence de RPDI 1 à ceux du 
fluorophore libre en solution (molécule modèle PDI, dont la structure est très proche de celle du 
RPDI 1) (Figure II-54) pour évaluer si l’incorporation dans les nanoparticules induit des différences sur 
les caractéristiques optiques du fluorophore. 
 
Figure II-54 : Structure du réticulant RPDI 1 (A) et du composé modèle PDI (B). 
Les nanoparticules fluorescentes utilisées pour cette étude ont été synthétisées dans les 
mêmes conditions que DD144 et DD145, sauf le solvant, 100% eau, et la quantité de réticulant, 0,5 
mol% de RPDI 1 par rapport au nBA (Tableau II-18).  
Cet essai DD107 atteint une conversion maximale de 69 % avec des nanoparticules de 
diamètre hydrodynamique de 53 nm (PDI = 0,2). Ces résultats sont assez proches de ceux de l’essai 
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DD106 (conversion maximale : 93 % ; Dh = 62 ; PDI = 0,19) réalisé dans les mêmes conditions mais 
sans réticulant fluorescent. L’utilisation de RPDI 1 conduit à une conversion maximale plus faible et a 
nécessité l’ajout d’une plus grande quantité d’amorceur, ce qui pourrait être dû à la présence d’une 
impureté (en faible proportion) dans le lot de RPDI 1, de la même manière que pour RPDI 2 (cf. 
Chapitre II, II.4.5.2). 
 
Figure II-55 : Superposition des spectres d’absorptions (A) et d’émission de fluorescence (B) des nanoparticules 
de l’essai DD107 (dans l’eau) et du composé modèle PDI libre (dans l’eau et le dioxanne). 
Tableau II-20 : Comparaison des caractéristiques optiques des nanoparticules de l’essai DD107 (dans l’eau) et 
du composé modèle PDI libre (dans l’eau et le dioxanne). 
 
nf : nombre moyen de fluorophores par nanoparticule calculé  
(𝑛𝑓 =  
𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑜𝑝ℎ𝑜𝑟𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙𝑒 × 𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑′𝐴𝑣𝑜𝑔𝑎𝑑𝑟𝑜
𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠
 ) ; φF : rendement quantique de fluorescence.   
 Dans l’eau, l’allure des spectres d’absorption et d’émission des nanoparticules fluorescentes 
réticulées avec le RPDI 1 semble être plus proche des spectres du composé modèle PDI libre dans le 
dioxanne que dans l’eau (Figure II-55 et Tableau II-20). Ceci semble indiquer que le réticulant RPDI 1 
se retrouve plutôt dans un environnement hydrophobe, ce qui confirme sa présence au sein du cœur 
de PnBA des nanoparticules.   
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II.4.6. Conclusions sur l’optimisation de la synthèse de nanoparticules PNAM/PnBA par le 
procédé PISA 
 Cette étude nous a permis de mettre au point un protocole de synthèse de nanoparticules 
PNAM/PnBA par PISA robuste et reproductible, principalement par l’ajustement de la concentration 
en amorceur. Les caractéristiques des nanoparticules (diamètre du cœur, épaisseur de la couronne…) 
dépendent principalement du rapport hydrophobe/hydrophile du copolymère, lui-même régi par la 
concentration en nBA ainsi que par la concentration et la masse molaire du macroATC. Dans le 
domaine de conditions étudié, nous avons obtenu des nanoparticules sphériques dont le diamètre 
hydrodynamique s’étend de 20 à 250 nm. Bien que les limites de taille accessible n’aient pas été 
explorées, au vu de tous les essais réalisés, il paraît clair que des concentrations en nBA ou en 
macroATC trop importantes soient susceptibles de nuire à l’auto-assemblage. De la même manière, 
la gamme de rapports hydrophobe/hydrophile capables d’induire un auto-assemblage est limitée. 
Pour des rapports trop faibles, le bloc hydrophobe ne sera pas assez grand pour perturber la 
solubilité du copolymère à blocs. Pour des rapports trop grands, le macroATC ne pourra pas stabiliser 
les nanoparticules formées. Pour stabiliser davantage les nanoparticules, une réticulation du cœur 
par le BDDA a été mise en place. Le marquage fluorescent par copolymérisation du monomère CyAM 
ou du réticulant RPDI avec le nBA lors du procédé PISA n’a pas d’impact significatif sur la taille des 
nanoparticules.  
 L’influence de la concentration initiale en monomère nBA (fixée à 1 mol.L-1 dans notre étude) 
et de la concentration en copolymère restent des pistes à explorer. Il serait également intéressant 
d’élargir le domaine d’étude en visant par exemple des rapports hydrophobe/hydrophile supérieurs à 
5 pour voir si d’autres morphologies de particules (fibres, vésicules…, cf. Chapitre II, II.1) seraient 
accessibles avec ce système.   
 Après les premiers essais de synthèse de nanoparticules fluorescentes, une étude 
approfondie doit être réalisée concernant leurs propriétés de fluorescence, de manière à évaluer la 
gamme optimale du pourcentage de composé fluorescent à utiliser pour obtenir une brillance 
maximale.  
Suite à cette optimisation, la synthèse de nanoparticules possédant le cluster Raft(cRGD)4 à 
l’extrémité de certaines chaînes PNAM a ensuite été envisagée.  
II.5. Synthèse de nanoparticules fluorescentes fonctionnalisées par le cluster 
Raft(cRGD)4   
 Notre objectif est d’obtenir des nanoparticules fonctionnalisées par le cluster Raft(cRGD)4 à 
l’extrémité de certains cheveux et possédant un cœur hydrophobe réticulé et fluorescent. De plus, 
nous voulons évaluer si l’utilisation de cheveux de type Raft(cRGD)4-PNAM a une influence sur la 
cinétique du procédé PISA ainsi que sur la taille et la dispersité des nanoparticules obtenues. 
Nous avons donc commencé par envisager la synthèse d’homopolymères PNAM 
fonctionnalisés en extrémité α par le cluster Raft(cRGD)4. La stratégie et les résultats seront exposés 
dans la première partie (II.5.1). Puis les polymères Raft(cRGD)4-PNAM obtenus seront utilisés pour 
élaborer les nanoparticules souhaitées via le procédé PISA (partie II.5.2).  
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II.5.1. Synthèse d’homopolymères PNAM fonctionnalisés à leur extrémité α par le cluster 
Raft(cRGD)4  
La fonctionnalisation de l’homopolymère PNAM par le cluster Raft(cRGD)4 doit 
nécessairement être réalisée sur l’extrémité α du polymère étant donné que son extrémité ω est 
porteuse de la fonction dithiobenzoate qui doit être conservée pour la synthèse de nanoparticule par 
procédé PISA. 
L’utilisation de l’ATC précurseur SEDB130, permet de synthétiser un nouvel ATC-Raft(cRGD)4 
afin de fonctionnaliser l’extrémité α de la chaîne polymère lors de la polymérisation RAFT. Le SEDB 
est un ATC de type dithiobenzoate qui possède une fonction ester activé de N-hydroxysuccinimide 
(NHS) pouvant réagir efficacement avec une fonction amine primaire portée par une entité d’intérêt. 
Le principe de la polymérisation RAFT conduit à l’introduction des unités monomères au niveau de la 
liaison R-S de l’ATC (Figure II-56). Ainsi après polymérisation, le groupe Z (ici, le dithiobenzoate) de 
l’ATC se retrouve à l’extrémité ω du polymère et le groupe R (ici, porteur du Raft(cRGD)4 (Figure II-56, 
A) ou d’une fonction ester activé (Figure II-56, B) de l’ATC se retrouve à l’extrémité α.  
Deux stratégies sont envisageables pour fonctionnaliser l’extrémité α du polymère en 
utilisant le SEDB (Figure II-56). La première (fonctionnalisation pré-polymérisation) consiste tout 
d’abord à coupler l’entité d’intérêt (ici, le cluster Raft(cRGD)4) sur le SEDB, puis à utiliser le nouvel 
ATC fonctionnalisé pour contrôler la polymérisation RAFT. La seconde stratégie (fonctionnalisation 
post-polymérisation) consiste dans un premier temps à utiliser le SEBD comme ATC lors de la 
polymérisation RAFT afin d’obtenir des chaînes présentant une fonction ester activé en extrémité α. 
Puis, l’entité d’intérêt possédant une fonction amine primaire est couplée sur la fonction ester activé 
du polymère lors d’une seconde étape.  
 
Figure II-56 : Les deux stratégies d’utilisation de l’agent RAFT précurseur SEDB pour la fonctionnalisation de 
l’extrémité α du polymère : A) Stratégie « fonctionnalisation pré-polymérisation » : couplage puis 
polymérisation ; B) Stratégie « fonctionnalisation post-polymérisation » : polymérisation puis couplage. 
 Le tableau suivant présente les avantages et inconvénients de ces deux stratégies. 
B)A)
Formule 
générale de 
l’ATC RAFT
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Tableau II-21 : Principaux avantages et inconvénients des deux stratégies de fonctionnalisation « pré » et 
« post » polymérisation RAFT lors de la synthèse de polymère fonctionnalisé en extrémité α à l’aide du SEDB. 
Stratégie 
utilisant le SEDB 
fonctionnalisation 
pré-polymérisation 
fonctionnalisation 
post-polymérisation 
Avantages 
 Taux de fonctionnalisation élevé 
 Possible utilisation de monomères 
porteurs de fonctions esters activés (ex : 
NAS)  pour fonctionnaliser latéralement 
la chaîne polymère afin d’envisager le 
couplage ultérieur d’autres entités 
 Polymérisation connue, bien maîtrisée et 
efficace 
 L’entité d’intérêt n’est pas impliquée et 
donc n’interfère pas sur le mécanisme de 
polymérisation 
Inconvénients 
 Purification du nouvel ATC fonctionnalisé 
parfois délicate 
 Problèmes éventuels de compatibilité 
entre solvant de polymérisation et l’ATC 
fonctionnalisé  
 Entité d’intérêt ne doit pas interférer sur 
la polymérisation RAFT 
 Polymérisation ne doit pas affecter 
l’intégrité de l’entité d’intérêt (radicaux, 
température…) 
 Taux de fonctionnalisation parfois moins 
élevé surtout lorsque la masse molaire du 
polymère augmente (accessibilité de 
l’extrémité ester activé réduite) 
 Séparation chaînes polymères 
fonctionnalisées et non fonctionnalisées 
souvent très difficile 
 Impossibilité d’utiliser des monomères 
porteurs de fonctions esters activés (ex : 
NAS) pour fonctionnaliser latéralement le 
polymère 
 
La première stratégie assure un taux de fonctionnalisation plus élevé et sa limitation 
principale est que l’entité d’intérêt doit être stable dans les conditions de polymérisation et ne doit 
pas affecter le déroulement de cette dernière (Tableau II-21). Dans la seconde stratégie, l’utilisation 
d’un large excès de l’entité d’intérêt lors de l’étape de couplage peut être nécessaire pour 
promouvoir un rendement de couplage élevé (compenser la faible accessibilité de l’extrémité ester 
activé due à la présence de la chaîne polymère). Cet excès peut en général être facilement éliminé 
par purification, cependant cette stratégie peut s’avérer très coûteuse si les entités d’intérêts sont 
sophistiquées. De plus, cela induit la présence d’un excès d’amines primaires qui peuvent aminolyser 
le groupe dithiobenzoate (indispensable à la polymérisation RAFT) et ainsi empêcher l’élaboration de 
structure plus complexe comme par exemple des copolymères à blocs.  
 En conséquence, afin d’éviter ces inconvénients, nous avons choisi d’explorer la première 
stratégie, qui a donc nécessité la synthèse d’un nouvel ATC fonctionnalisé par le cluster peptidique 
Raft(cRGD)4. 
II.5.1.1. Synthèse de l’ATC-Raft(cRGD)4 
Le couplage de la fonction amine primaire du cluster Raft(cRGD)4 sur l’ester activé du SEDB a 
été réalisé dans le DMF anhydre en présence de DIPEA. Un excès de SEDB (2 équivalents) a été utilisé 
de manière à favoriser le couplage de tous les clusters Raft(cRGD)4 en vue de faciliter la purification 
et d’éviter les pertes. En effet, les clusters Raft(cRGD)4 non couplés pourraient s’avérer difficilement 
séparables des clusters couplés. L’excès de SEDB permet également de limiter, voire d’éviter la 
réaction parasite d’aminolyse du dithioester130 (Figure II-57). En effet, il a été montré que la réaction 
entre l’ester activé et une fonction amine primaire est beaucoup plus rapide et donc prépondérante 
par rapport à la réaction d’aminolyse du dithioester. Ceci est d’autant plus vrai que l’entité d’intérêt 
(ici, le cluster Raft(cRGD)4) est ajouté progressivement (0,2 éq. à la fois) à la solution de SEDB. 
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Figure II-57 : Réaction de couplage du cluster Raft(RGD)4 sur le SEDB, incluant la compétition par réaction 
parasite d’aminolyse du dithioester.  
Les premiers essais ont été suivis par RMN 1H dans le DMF-d7, ce qui permet de voir la 
libération progressive de NHS et le déplacement du signal correspondant au CH du SEDB (de 5,1 à 
4,75 ppm). 
Lors de ces premiers essais, un excès de 5 équivalents en SEDB et 24 équivalents en DIPEA 
par rapport au cluster Raft(cRGD)4 (notamment pour ajuster le pH à une valeur de 8-9) ont été 
utilisés. L’analyse HPLC/UV du brut réactionnel final présente plusieurs pics qui révèlent la formation 
de sous-produits (Figure II-58, A). Les analyses couplées de spectrométrie de masse ESI ont montré 
que le nouvel ATC-Raft(cRGD)4 était effectivement obtenu et qu’il ne restait plus de cluster 
Raft(cRGD)4 non couplé. Toutefois, des pics attribuables au couplage de plusieurs SEDB par 
Raft(cRGD)4 sont aussi observés (Annexe 5).  
Le couplage de plusieurs SEDB par cluster est à priori surprenant car, à part la fonction amine 
primaire du résidu lysine, seules les chaînes latérales des arginines des cycles RGD seraient 
susceptibles de réagir avec le SEDB (groupements guanidinium de pKa 12,5, donc très 
majoritairement protonnés à pH 8-9).  
Suite à ces essais préliminaires, nous avons par conséquent diminué à 2 équivalents l’excès 
de SEDB et à 12 équivalents la quantité de DIPEA afin d’essayer de limiter la formation de ces sous-
produits. Dans ces conditions, le profil HPLC/UV obtenu sur le brut réactionnel final est grandement 
simplifié (Figure II-58, B). Le pic entre 0,20 et 0,70 min correspond au DMF. Le pic avec un temps de 
rétention de 1,21 min est très majoritaire. Son analyse par spectrométrie de masse ESI indique qu’il 
est presque uniquement composé de l’ATC-Raft(cRGD)4 attendu. 
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Figure II-58 : Profils HPLC/UV enregistrés lors de l’optimisation de la synthèse de l’ATC-Raft(cRGD)4 : A) brut 
réactionnel en fin de réaction (essai avec 5 éq. de SEDB) ; B) brut réactionnel en fin de réaction (essai avec 2 éq. 
de SEDB) ; C) analyse après purification par HPLC préparative en phase inverse. 
Des purifications par extraction liquide-liquide, par précipitation et par dialyse ont été 
testées mais n’ont pas permis d’isoler l’ATC-Raft(cRGD)4 (même en les associant). La seule manière 
efficace d’isoler l’ATC-Raft(cRGD)4 a été la purification par HPLC préparative en phase inverse. Le 
chromatogramme HPLC/UV après purification ne présente qu’un seul pic (Figure II-58, C) ; le spectre 
de masse correspondant est celui du produit attendu (Figure II-59). 
A)
B)
C)
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Figure II-59 : Spectre ESI-MS de l’ATC-Raft(cRGD)4 après purification. 
Le nouvel ATC-Raft(cRGD)4 a ainsi pu être obtenu avec une excellente pureté et un 
rendement massique (relativement faible) de 39 %. Les 17,4 mg obtenus ont ensuite été utilisés pour 
contrôler l’homopolymérisation RAFT du NAM. 
Les modifications apportées au mode opératoire ont permis de limiter fortement la 
formation de produits secondaires. A l’avenir, cette dernière pourrait éventuellement être encore 
réduite par une optimisation de la synthèse en abaissant l’excès de SEDB à 1,2 équivalents. De plus, 
le gradient utilisé pour la purification HPLC pourrait être ajusté davantage pour permettre une 
meilleure récupération du produit.  
II.5.1.2. Homopolymérisation RAFT du NAM en présence du nouvel ATC-Raft(cRGD)4   
L’homopolymérisation du NAM en présence de l’ATC-Raft(cRGD)4 a été réalisée dans un 
mélange eau/acétonitrile/TFA (49,5/49,5/1 : v/v/v) car c’est le seul très bon solvant connu de cet ATC 
fonctionnel. L’amorceur utilisé est l’ACPA, comme pour la synthèse des nanoparticules, car il est 
soluble dans ce mélange. Un rapport [ATC]/[amorceur] de 5 a été choisi, sur la base d’études 
antérieures avec un ATC de référence, pour obtenir un bon compromis entre cinétique et contrôle de 
la polymérisation125. Des polymères α-fonctionnels Raft(cRGD)4-PNAM de masse molaire (totale) 
comprise entre 10 000 et 15 000 g.mol-1 ont été envisagés pour se retrouver dans les conditions de 
référence de notre optimisation de la synthèse de nanoparticules (cf. Chapitre II, II.4). Le cluster 
peptidique ayant une masse molaire d’environ 4 000 g.mol-1, la masse molaire visée pour le PNAM à 
100% de conversion était donc de 10 000 g.mol-1. Cependant, compte-tenu de la faible quantité 
disponible d’ATC-Raft(cRGD)4 et de la faible masse molaire visée, le volume de milieu réactionnel 
aurait été trop faible (150µL) pour réaliser un suivi cinétique, en conservant une concentration en 
monomère de 2 mol.L-1. De plus, le milieu de polymérisation ne peut pas trop être dilué afin de ne 
pas trop ralentir la vitesse de polymérisation et de ne pas favoriser d’éventuelles réactions de 
transfert au solvant. Par conséquent, la concentration du milieu réactionnel a été diminuée à 1 mol.L-
1 et la masse molaire du Raft(cRGD)4-PNAM visée à 100% de conversion a été augmentée à 28 000 
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g.mol-1 (volume total de 648 µL). L’augmentation de la masse molaire visée à 100% de conversion 
n’est pas vraiment un problème sachant qu’il est possible de réaliser des prélèvements de milieu 
réactionnel à conversion intermédiaire.  
 
Figure II-60 : Evolution de la conversion en NAM en fonction du temps lors de la polymérisation en présence de 
l’ATC-Raft(cRGD)4 (DD132). 
Dans ces conditions, après 6h à 80°C, la polymérisation ne semble pas avoir commencé (kd = 
8,97.10-5 pour l’ACPA dans l’eau à 80°C, soit environ 85% décomposé après 6h) (Figure II-60). Comme 
la plupart des réactifs ont été utilisés pour d’autres polymérisations sans problèmes et que l’ATC-
Raft(cRGD)4 est très pur, il est possible que la présence de TFA ou de l’ATC-Raft(cRGD)4 lui-même 
inhibe la polymérisation. Il est également envisageable que ce dernier ait subit une dégradation 
partielle pendant son stockage ou que la dilution du milieu ralentisse le début de la 
polymérisation125. Il faut également noter que le volume total et la quantité d’amorceur utilisée étant 
très faible, la présence, même en très faible quantité d’inhibiteur radicalaire (issu de la verrerie, 
oxygène…) est susceptible de retarder fortement la polymérisation.   
Par conséquent, un nouvel ajout d’amorceur a été effectué (même quantité). 4h plus tard, la 
conversion atteint 18 % et ne semble plus évoluer ensuite (environ 15 %). Cette légère variabilité 
souligne un peu plus la difficulté de réaliser un suivi cinétique avec de si petits volumes. Ces 
conversions correspondent à des masses molaires calculées pour le conjugué polymère-peptide 
entre 7 600 et 8 400 g.mol-1 (soit 4 000 g.mol-1 de polymère environ), ce qui est relativement proche 
des 10 000 - 15 000 g.mol-1 souhaités. A notre connaissance, la littérature présente très peu de 
fonctionnalisation de polymère par des peptides avec cette stratégie. D’autres ATC porteurs de 
peptide ont déjà été utilisés avec un rapport [ATC]/[amorceur] de 10 et ont conduit à un bon 
contrôle de la polymérisation tout en permettant d’atteindre une conversion d’environ 50 %131. 
Toutefois l’obtention de conversions plus élevées n’a jamais été rapportée.  
L’optimisation des conditions de polymérisation avec le nouvel ATC-Raft(cRGD)4 nécessiterait 
de travailler avec des quantités plus importantes permettant un suivi cinétique plus aisé. Toutefois, 
l’obtention de quantités importantes d’ATC-Raft(cRGD)4 est très difficile étant donné son faible 
rendement de synthèse (39 %), et sachant que le cluster Raft(cRGD)4 lui-même n’est pas facile à 
obtenir à une échelle supérieure à 25 mg. 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
0 200 400 600 800
C
o
n
ve
rs
io
n
 (
%
)
Temps (min)
Ajout d’amorceur
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
143 
 
II.5.1.3. Caractérisation des polymères Raft(cRGD)4-PNAM 
Le polymère α-fonctionnel Raft(cRGD)4-PNAM étant obtenu en faible quantité, les analyses 
non destructrices permettant une récupération simple et efficace du produit ont été privilégiées, 
comme la RMN 1H et la RMN DOSY. 
Note 1 : Des analyses CES auraient pu permettre d’estimer la masse molaire et la dispersité du 
polymère α-fonctionnel et donc de vérifier le contrôle de la polymérisation RAFT. Toutefois, comme 
pour les copolymères à blocs, l’analyse d’un composé de type peptide-polymère s’avère souvent 
extrêmement complexe et nécessite une longue optimisation ainsi qu’une quantité relativement 
importante de produit. Il est nécessaire de trouver des conditions (nature de l’éluant, de la phase 
stationnaire de la colonne…) adaptées au peptide et au polymère et ce, quelle que soit la masse 
molaire de ce dernier. De plus, dans le cas de la CES conventionnelle, il faut réaliser un étalonnage 
avec une référence adaptée ; dans le cas de la CES/DDL, il faut déterminer la valeur de l’incrément 
d’indice de réfraction dn/dc, susceptible d’évoluer avec l’augmentation de la masse molaire du 
polymère. Ainsi, nous n’avons pas exploré cette méthode de caractérisation pour ce premier essai. 
Note 2 : Des analyses par spectrométrie de masse MALDI-Tof auraient pu nous renseigner à la fois 
sur la masse molaire et la dispersité du polymère ainsi que sur l’intégrité des deux extrémités de 
chaîne. Cette méthode est couramment utilisée pour l’analyse de peptides et de certains polymères. 
Cependant, son utilisation pour des polymères α-fonctionnels est plus délicate puisqu’il est 
nécessaire de trouver des conditions (solvant, matrice…) convenant simultanément au polymère et à 
l’entité d’intérêt (ici, un peptide). Là encore, une longue optimisation est requise. De plus, la masse 
molaire maximale des PNAM qu’il est possible d’analyser par spectrométrie de masse MALDI-Tof est 
relativement faible (inférieure à 10 000 g.mol-1) pour assurer une désorption/ionisation et un vol 
corrects. Ceci peut s’avérer préjudiciable dans le cas où l’entité d’intérêt à l’extrémité de chaîne 
possède une masse molaire élevée car cela limite fortement la masse molaire du polymère.      
Quelques premiers essais réalisés (en collaboration avec Catherine Ladavière (IMP)) dans des 
conditions connues pour d’autres PNAM (cf. Chapitre IV), n’ont pas permis d’obtenir des résultats 
corrects. Le polymère Raft(cRGD)4-PNAM obtenu semble déjà trop gros pour ce type d’analyse. Là 
encore, des optimisations particulières seraient nécessaires mais la faible quantité disponible ne 
nous a pas permis de les réaliser. 
II.5.1.3.1. Caractérisation par RMN 1H 
La RMN 1H permet de vérifier que l’entité d’intérêt et le polymère sont effectivement tous les 
deux présents dans l’échantillon, mais ne permet pas de prouver qu’ils sont liés comme attendu. En 
supposant qu’ils le soient, la RMN 1H permet également d’estimer le rendement de 
fonctionnalisation des extrémités de chaîne mais cela suppose que des pics caractéristiques de 
l’entité d’intérêt soient isolés des pics du polymère. De plus, la caractérisation des extrémités de 
chaînes se complique avec l’augmentation de la masse molaire du polymère. En effet, la faible 
proportion que représentent les protons caractéristiques de l’extrémité de chaîne correspond à des 
signaux de très faible intensité par rapport aux très nombreux protons de la chaîne polymère. 
Les pics caractéristiques du PNAM sont présents sur le spectre RMN 1H de la figure II-61 B, 
confirmant l’obtention d’un polymère en utilisant l’ATC-Raft(cRGD)4 lors de l’homopolymérisation du 
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NAM par RAFT. En comparant le spectre RMN 1H du polymère α-fonctionnel à celui du cluster 
Raft(cRGD)4 (Figure II-61), de nouveaux pics apparaissent entre 7,3 et 8,3 ppm correspondant aux 
signaux des protons aromatiques du groupe dithiobenzoate. Le polymère Raft(cRGD)4-PNAM étant 
destiné à être utilisé comme macroATC pendant la synthèse de nanoparticule, l’intégrité de la 
fonction terminale dithiobenzoate est très importante. 
 
 
Figure II-61 : Spectres RMN 1H (500 MHz, D2O/CD3CN (70/30 : v/v)) du cluster Raft(cRGD)4 seul (A) et du 
polymère Raft(cRGD)4-PNAM (B). 
En partant de l’hypothèse qu’il y aurait un cluster Raft(cRGD)4 par chaîne, il est possible de 
déterminer un degré de polymérisation moyen en nombre DPn pour la chaîne PNAM à partir du 
spectre RMN 1H et ainsi de déterminer la valeur de Mn en utilisant les équations 6 et 7 suivantes :  
𝐷𝑃𝑛 =  
𝑛𝑁𝐴𝑀
𝑛𝑝
     (Equation 6) 
9 45 3678 012ppm
A)
H20
acétonitrile
9 45 3678 012ppm
A B C
ED
e
d et g f
e
H20
f
e
h
e
b
a
g
e
c
c
d b
acétonitrile
a, b et c
h
B)
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
145 
 
𝑀𝑛 =  𝐷𝑃𝑛  × 𝑀𝑁𝐴𝑀  + 𝑀𝐴𝑇𝐶−𝑅𝑎𝑓𝑡(𝑐𝑅𝐺𝐷)4    (Equation 7) 
 
Où DPn est le degré de polymérisation moyen en nombre du PNAM α-fonctionnel ; nNAM est le 
nombre d’unités NAM ; np est le nombre de cluster Raft(cRGD)4 par chaîne ; Mn est la masse molaire 
moyenne en nombre du polymère Raft(cRGD)4-PNAM ; MNAM est la masse molaire du monomère 
NAM ; MATC-Raft(cRGD)4 est la masse molaire de l’ATC-Raft(cRGD)4. 
Pour cela, on utilise une méthode très similaire à celle permettant de déterminer le nombre 
moyen de peptides par chaîne dans le cas des conjugués linéaires (Annexe 6).   
Le spectre RMN 1H a été découpé en 5 zones d’intégration (Figure II-61, B) et chaque proton 
du polymère Raft(cRGD)4-PNAM a été attribué à l’une de ces zones (Annexe 6). Ceci permet de 
calculer la valeur de DPn à partir de plusieurs systèmes d’équations (Annexe 6). Les masses molaires 
obtenues selon les différents systèmes d’équations sont très proches et leur fiabilité semble 
équivalente. La masse molaire retenue pour le polymère Raft(cRGD)4-PNAM a donc été la moyenne 
de ces valeurs, soit 10 300 g.mol-1 (correspondant à Mn = 6 200 g.mol-1 pour le PNAM). Il faut noter 
que cette valeur est relativement proche de celle calculée à partir de la conversion (7 600 - 8 400 
g.mol-1).  
II.5.1.3.2. Caractérisation par RMN DOSY 
La RMN DOSY (cf. Chapitre II, I.1.3) permet de vérifier que l’entité d’intérêt est effectivement 
liée à la chaîne polymère. Si c’est le cas, les coefficients de diffusion correspondants sont identiques 
ou très proches (les extrémités de chaîne étant un peu plus mobiles, leur coefficient de diffusion est 
parfois légèrement plus élevé que celui du polymère). 
 
Figure II-62 : Spectre RMN DOSY du polymère Raft(cRGD)4-PNAM (500 MHz, D2O/CD3CN (70/30 : v/v)). 
9 45 3678 012ppm
acétonitrileH20
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
146 
 
Le spectre RMN DOSY (Figure II-62) indique que les coefficients de diffusion correspondants 
aux signaux du cluster Raft(cRGD)4 et du PNAM sont presque identiques et plus faibles que celui du 
Raft(cRGD)4 libre (cf. Chapitre II, I.1.3.2). Ceci indique qu’il s’agit d’un composé moins mobile et donc 
plus gros que le cluster Raft(cRGD)4 libre. Le coefficient de diffusion très légèrement plus élevé 
correspondant aux signaux du Raft(cRGD)4 est probablement dû à sa position en extrémité de chaîne 
qui le rend un peu plus mobile. Tous ces éléments sont en accord avec la présence du cluster 
Raft(cRGD)4 à l’extrémité du PNAM. D’autre part, aucun Raft(cRGD)4 libre n’est détecté, indiquant 
que tous les clusters Raft(cRGD)4 sont liés à une chaîne polymère.  
Remarque : Ces résultats sont d’autant plus encourageants qu’un essai préliminaire de 
polymérisation réalisé dans des conditions similaires (avec un autre échantillon d’ATC-Raft(cRGD)4) 
indique des signaux correspondant aux peptides nettement séparés des signaux du polymère. De 
plus, dans cet essai antérieur, les signaux du polymère sont beaucoup plus larges suggérant une 
dispersité bien supérieure (Annexe 7) et un mécanisme de polymérisation de type conventionnelle 
(et non une polymérisation RAFT).   
II.5.1.4. Conclusion sur l’homopolymérisation du NAM en présence de l’ATC-
Raft(cRGD)4 
 Pour obtenir un conjugué polymère-peptide fonctionnalisé par le Raft(cRGD)4 sur l’extrémité 
α et possédant un groupement ditiobenzoate en extrémité ω, l’ATC-Raft(cRGD)4 a été utilisé comme 
agent de transfert de chaîne lors de la polymérisation RAFT du NAM. La faible quantité d’ATC-
Raft(cRGD)4 disponible nous a contraint à travailler avec un très faible volume et a rendu le suivi 
cinétique extrêmement délicat. La conversion finale obtenue est faible (18%) mais a tout de même 
permis d’obtenir un conjugué Raft(cRGD)4-PNAM dans la gamme de masse molaire visée et estimée à 
10 300 g.mol-1 par RMN 1H. L’analyse par RMN DOSY confirme la présence du Raft(cRGD)4 sur 
l’extrémité α du PNAM ainsi que celle de protons aromatiques attribués au groupement 
dithiobenzoate. Ces observations suggèrent le contrôle de la polymérisation par l’ATC-Raft(cRGD)4. 
Perspectives de synthèse :  
L’optimisation des conditions de synthèse et des méthodes de caractérisations nécessiterait 
une quantité beaucoup plus importante d’ATC-Raft(cRGD)4. La faible conversion obtenue pourrait 
sans doute être nettement améliorée notamment en augmentant la concentration initiale en 
amorceur.  
Perspectives de caractérisation :  
Le travail sur un volume plus important devrait permettre de faciliter le suivi cinétique et de 
trouver des conditions de CES pour évaluer le contrôle de la polymérisation. La spectrométrie de 
masse est aussi à envisager pour confirmer la fonctionnalisation de l’extrémité α du polymère par le 
Raft(cRGD)4 et l’intégrité de ce dernier. Toutefois, la mise au point de conditions adaptées à la fois au 
polymère et au peptide nécessitera sûrement beaucoup de temps et de produit. 
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II.5.2. Utilisation du polymère Raft(cRGD)4-PNAM pour élaborer des nanoparticules via le 
procédé PISA  
Afin d’obtenir des nanoparticules chevelues portant à leur périphérie des clusters 
Raft(cRGD)4, nous avons réalisé une série d’essais basés sur la référence DD134 où les nanoparticules 
ont un cœur réticulées par le BDDA, en faisant varier le pourcentage molaire de macroATC 
Raft(cRGD)4-PNAM. Pour certains essais, les nanoparticules ont été marquées avec le monomère 
CyAM (de manière à utiliser le même fluorophores que pour les conjugués linéaires (conjugués 5 et 
7, cf. Chapitre II, I) en vue de faciliter leur comparaison ultérieure).  
La présence d’un cluster Raft(cRGD)4 à l’extrémité de chacun des cheveux des nanoparticules 
n’est pas nécessaire. Des études antérieures ont montré que la densité surfacique en clusters 
Raft(cRGD)4 était très importante pour les propriétés de reconnaissance de cibles porteuses 
d’intégrines αVβ3132. En effet, une densité trop faible limite l’interaction avec les intégrines par 
manque de ligands, par contre, une densité trop forte conduit à une perte totale de spécificité de 
l’interaction. Ainsi, la synthèse de nanoparticules porteuses de clusters Raft(cRGD)4 est réalisée selon 
le même protocole que les nanoparticule sans cluster peptidique. La seule différence est l’utilisation 
d’un mélange de macroATC, constitué d’une large majorité de PNAM sans peptide (groupe tBu en 
extrémité α) et d’un faible pourcentage de PNAM fonctionnalisés par le cluster Raft(cRGD)4 en 
extrémité α (Figure II-24). L’extrémité ω des deux types de macroATC possède la fonction 
dithiobenzoate nécessaire au procédé PISA par polymérisation RAFT. Suivant cette stratégie, en 
faisant l’hypothèse que les deux types de macroATC sont impliqués de manière similaire dans la 
formation des nanoparticules, la densité en clusters Raft(cRGD)4 présents en périphérie devrait être 
directement reliée au pourcentage du mélange de macroATC.  Il a été montré précédemment que 
l’interaction avec des cellules exprimant les intégrines αVβ3 était optimale pour une distance 
d’environ 40 nm entre les clusters Raft(cRGD)4132. Pour atteindre une valeur similaire sur les 
nanoparticules, nous avons choisi d’utiliser un mélange de macroATC comportant 0,5 ou 2,5 % 
molaire de Raft(cRGD)4-PNAM d’après des calculs basés sur la caractérisation de l’essai de référence 
DD111 (cf. Chapitre II, II.4.2) (Tableau II-22). Ces calculs ont également permis d’estimer le nombre 
de fluorophores Cyanine5.5 par nanoparticule (en supposant une conversion complète du 
monomère CyAM correspondant). 
La synthèse DD134 est représentée ici afin de servir de référence (Tableau II-23). L’essai 
DD151 est réalisé dans les mêmes conditions avec 2,5 mol% de macroATC porteur d’un cluster 
Raft(cRGD)4 afin d’évaluer si l’incorporation de ce dernier a une influence sur le procédé PISA 
(indépendamment de l’utilisation d’un fluorophore pour marquer le cœur). Les essais DD149 et 
DD150, utilisent en plus le monomère CyAM fluorescent afin d’obtenir les nanoparticules finales 
envisagées avec deux densités différentes en clusters Raft(cRGD)4. 
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Tableau II-22 : Calculs prévisionnels des caractéristiques des nanoparticules pour des mélanges de macroATC 
comportant 0,5 ou 2,5 mol% de polymère Raft(cRGD)4-PNAM, en supposant que l’ensemble des macroATC sont 
impliqués dans la formation des nanoparticules et que les Raft(cRGD)4-PNAM sont répartis de manière 
homogène. 
Paramètres Abréviations Formules DD150 DD149 
mol% de 
macroATC 
Raft(cRGD)4-
PNAM par 
rapport au total 
de macroATC 
𝑚𝑜𝑙%𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶 𝑝𝑒𝑝𝑡  / 0,5 2,5 
Nombre de 
macroATC PNAM 
par nanoparticule 
𝑁𝑏𝑐ℎ𝑒𝑣𝑒𝑢𝑥 𝑛𝑢 𝑝𝑎𝑟 𝑁𝑃  
𝑛𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶  ×  (1 – 𝑚𝑜𝑙%𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶 𝑝𝑒𝑝𝑡)  × 𝑁𝐴
𝑁𝑏𝑁𝑃
 1119 1097 
Nombre de 
macroATC 
Raft(cRGD)4-
PNAM par 
nanoparticule 
𝑁𝑏𝑐ℎ𝑒𝑣𝑒𝑢𝑥 𝑝𝑒𝑝𝑡 𝑝𝑎𝑟 𝑁𝑃 
𝑛𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶  ×  𝑚𝑜𝑙%𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶 𝑝𝑒𝑝𝑡  ×  𝑁𝐴
𝑁𝑏𝑁𝑃
 5,6 28,1 
Surface du cœur 
de la 
nanoparticule 
𝐴𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟  4 ×  𝜋 × (
𝐷𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟
2
)
2
 
4536 
nm2 
4536 
nm2 
Surface de la 
couronne de la 
nanoparticule 
𝐴𝑐𝑜𝑢𝑟𝑜𝑛𝑛𝑒 4 ×  𝜋 ×  (
𝐷ℎ
2
)
2
 
8825 
nm2 
8825 
nm2 
Aire disponible 
par cheveux 
Raft(cRGD)4-
PNAM à la 
surface du cœur 
𝐴𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟 𝑝𝑎𝑟 𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶 𝑝𝑒𝑝𝑡  
𝐴𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟
𝑁𝑏𝑐ℎ𝑒𝑣𝑒𝑢𝑥 𝑝𝑒𝑝𝑡 𝑝𝑎𝑟 𝑁𝑃
 
807 
nm2 
161 
nm2 
Aire disponible 
par cheveux 
Raft(cRGD)4-
PNAM à la 
surface de la 
couronne 
𝐴𝑐𝑜𝑢𝑟𝑜𝑛𝑛𝑒 𝑝𝑎𝑟 𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶 𝑝𝑒𝑝𝑡  
𝐴𝑐𝑜𝑢𝑟𝑜𝑛𝑛𝑒
𝑁𝑏𝑐ℎ𝑒𝑣𝑒𝑢𝑥 𝑝𝑒𝑝𝑡 𝑝𝑎𝑟 𝑁𝑃
 
1569 
nm2 
314 
nm2 
Distance 
moyenne entre 
deux cheveux 
porteurs de 
Raft(cRGD)4 au 
niveau de la 
surface du cœur 
𝐷𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐ℎ𝑒𝑣𝑒𝑢𝑥 𝑝𝑒𝑝𝑡 𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟  √𝐴𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟 𝑝𝑎𝑟 𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶 𝑝𝑒𝑝𝑡  
28,4 
nm 
12,7 
nm 
Distance 
moyenne entre 
deux cheveux 
porteurs de 
Raft(cRGD)4 au 
niveau de la 
surface de la 
couronne 
𝐷𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐ℎ𝑒𝑣𝑒𝑢𝑥 𝑝𝑒𝑝𝑡 𝑐𝑜𝑢𝑟𝑜𝑛𝑛𝑒 √𝐴𝑐𝑜𝑢𝑟𝑜𝑛𝑛𝑒 𝑝𝑎𝑟 𝑚𝑎𝑐𝑟𝑜𝐴𝑇𝐶 𝑝𝑒𝑝𝑡  
39,6 
nm 
17,7 
nm 
Nombre d’unités 
CyAM par 
nanoparticule 
𝑁𝑏𝐶𝑦5.5 𝑝𝑎𝑟 𝑁𝑃 
𝑛𝑚𝑜𝑛𝑜𝑚è𝑟𝑒 𝐶𝑦5.5 ×  𝑁𝐴
𝑁𝑏𝑁𝑃
 265 
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Tableau II-23 : Récapitulatif des principaux paramètres de la série d’essais faisant varier le pourcentage molaire 
de macroATC Raft(cRGD)4-PNAM et des caractéristiques des nanoparticules obtenues. 
Essais DD134 DD151 DD149 DD150 
réticulant BDDA (mol% par 
rapport au nBA) 
3 3 2,85 2,85 
Monomère CyAM (mol% 
par rapport au nBA) 
0 0 0,15 0,15 
Mn du macroATC sans 
Raft(cRGD)4 (g.mol-1) 
11 300 11 300 11 300 11 300 
Mn du macroATC porteur de 
Raft(cRGD)4 (g.mol-1) 
/ 10 300 10 300 10 300 
[Raft(cRGD)4-macroATC]/ 
[macroATC total] (%) 
0 2,5 2,5 0,5 
[nBA] (mol.L-1) 1 1 1 1 
[Amorceur] (mol.L-1) 0,0025 0,0025 0,0025 0,0025 
[macroATC] totale  
(mol.L-1) 
0,0064 0,0064 0,0064 0,0064 
[Monomère nBA]/ 
[macroATC] 
157 157 157 157 
[Monomère 
hydrophobe]/[Monomère 
hydrophile] 
2 2 2 2 
Conversions finales (%) 81 83 58 93 
Mn bloc nBA (g.mol-1) 
(calculée) 
16 300 16 800 11 700 18 800 
Mn du copolymère diblocs 
(g.mol-1) (calculée) 
27 600 28 100 23 000 30 100 
Dh (écart type) (nm) 42 (11) 52 (15) 63 (27) 54 (24) 
PDI 0,10 0,12 0,18 0,29 
Pour l’ensemble de ces essais, le solvant est un mélange eau/acétonitrile (50/50 : v/v), le rapport 
[macroATC]/[amorceur] est maintenu à 2,5 et la température est de 80°C. 
L’essai DD151, en présence de peptide (mais en absence de fluorophore) présente une 
cinétique identique à celle de la référence DD134 (sans peptide ni fluorophore) et atteint également 
80 % de conversion en 6h (Figure II-63). Ceci suggère que la présence du macroATC Raft(cRGD)4-
PNAM n’a pas d’influence sur la cinétique du procédé PISA. En revanche, les essais DD149 et DD150 
ont une cinétique plus lente et n’atteignent que 55 % de conversion en 6h, ce qui semble 
directement lié à la présence du monomère fluorescent. Il est possible que cela résulte d’une 
dégradation pendant le stockage du monomère CyAM qui engendrerait des sous-produits capables 
d’inhiber partiellement la polymérisation. Cette dégradation supposée n’a pas pu être confirmée car 
l’ensemble du monomère CyAM a été utilisé dans les essais. Il semblerait toutefois qu’elle n’affecte 
pas le domaine chromophorique (ou seulement une infime proportion) car la coloration de la 
solution de monomère CyAM n’avait pas perdu de son intensité. Après ce constat, nous avons décidé 
d’effectuer un ajout d’amorceur. DD150 a alors atteint 93 % de conversion (DD149 a 
malheureusement été interrompue par une entrée d’air et la conversion en nBA n’a quasiment pas 
augmenté).  
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Figure II-63 : Evolution de la conversion en nBA en fonction du temps pour la série d’essais faisant varier le 
pourcentage molaire en macroATC Raft(cRGD)4-PNAM. Pour les essais DD149 et DD150, une quantité 
d’amorceur équivalente à celle introduite initialement a été ajoutée après 6h de réaction. 
Les diamètres hydrodynamiques moyens des nanoparticules vont de 42 et 63 nm ce qui est 
proche, compte tenu de l’écart type des mesures QELS et de la variation des conversions finales  
(Tableau II-23). Etonnement, c’est l’essai DD149 qui conduit à une valeur de Dh la plus élevée alors 
que la conversion maximale est la plus faible. Les indices de polydispersité sont compris entre 0,1 et 
0,2, sauf pour l’essai DD150 (0,29), ce qui résulte peut être de l’ajout d’amorceur après 6h.  
II.5.3. Conclusion et perspectives sur la synthèse des nanoparticules fonctionnalisées par le 
cluster Raft(cRGD)4 
Il semble que la présence du macroATC Raft(cRGD)4-PNAM n’ait pas d’influence significative 
sur la taille finale des nanoparticules (Dh est légèrement plus élevé). Toutefois, le macroATC 
Raft(cRGD)4-PNAM étant en très faible proportion, il est difficile de savoir s’il n’a réellement pas 
d’influence ou si c’est simplement qu’il n’est pas impliqué dans  la formation des nanoparticules. 
Il est très difficile de confirmer la présence des clusters Raft(cRGD)4 en périphérie des 
nanoparticules et de déterminer leur densité expérimentalement. Le recoupement de résultats 
obtenus par différentes méthodes de caractérisation pourrait éventuellement être une option. 
L’utilisation de techniques comme la SLS (static light scattering) ou la SAXS (small-angle X-ray 
scattering) est envisageable pour la détermination du nombre d’agrégation. D’autre part, le cluster 
Raft(cRGD)4 pourrait être marqué pour le quantifier (par exemple par un isotope particulier).  
Perspectives de synthèse : 
La mise au point de synthèses de nanoparticules robustes et reproductibles permet 
d’envisager leur implémentation en réacteur parallèle.  
Une synthèse en « one pot » de nanoparticules porteuses de Raft(cRGD)4 à l’extrémité de 
certains cheveux, et sans purification intermédiaire du macroATC Raft(cRGD)4-PNAM, est une 
perspective attrayante et envisageable à partir de l’ATC-Raft(cRGD)494, 133-138. 
Pour fonctionnaliser les nanoparticules avec le cluster Raft(cRGD)4, une autre voie pourrait 
être explorée (Figure II-64). La première étape consisterait à introduire une fonction azoture en 
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l’extrémité α de certaines chaînes de macroATC utilisées lors du procédé PISA. Ainsi, les 
nanoparticules obtenues possèderaient certains cheveux porteurs d’une extrémité azoture. Des 
clusters Raft(cRGD)4, porteurs d’une fonction alcyne (sur leur face inférieure), seraient ensuite 
couplés sur les nanoparticules lors d’une seconde étape. 
 
Figure II-64 : Stratégie de synthèse alternative pour l’obtention de nanoparticules fluorescentes possédant des 
clusters peptidiques en périphérie.  
   D’autre part, la différence de taille entre les cheveux porteurs de cluster Raft(cRGD)4 et ceux 
sans peptide est une voie à explorer. En effet, cela devrait avoir un impact sur la furtivité de la 
nanoparticule en milieu physiologique, ainsi que sur l’accessibilité des clusters Raft(cRGD)4 et donc 
sur leur reconnaissance.  
Perspectives de caractérisation : 
Des analyses QELS des nanoparticules dans des milieux plus complexes comme des tampons 
aqueux pourraient apporter des informations complémentaires sur leur comportement en condition 
proche du milieu physiologique par exemple. 
Des analyses SLS, SAXS ou de WetSTEM devraient également permettre de mieux définir les 
différents paramètres de taille des nanoparticules (diamètre du cœur, épaisseur de la couronne, 
nombre d’agrégation, morphologie…).  
 
Couplage
Auto-assemblage
induit
par polymérisation
Couplage
SEDB
Raft(cRGD)4 porteur 
d’une fonction alcyne
nBA
Fluorophore
hydrophobe
macroATC sans fonction azoture
1ère étape : synthèse de nanoparticules porteuses d’une fonction azoture
2ème étape : couplage de clusters Raft(cRGD)4 sur les nanoparticules
NAM
Polymérisation
RAFT
ATC-N3 macroATC porteur d’une 
extrémité α azoture
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III. Conclusions et perspectives du chapitre II 
Afin d’améliorer le ciblage de l’angiogénèse tumorale in vivo, nous avons cherché à 
augmenter l’affinité de sondes fluorescentes envers les intégrines αVβ3. Pour cela, des systèmes 
polymère-peptides présentant l’agent de ciblage cRGD avec 2 niveaux de multivalence ont été 
élaborés. Le premier niveau est la multivalence apportée par le cluster Raft(cRGD)4 qui comporte 4 
motifs cRGD, et le second niveau résulte de la multivalence de la structure polymère qui comporte 
plusieurs clusters Raft(cRGD)4. Deux types d’architectures se différenciant par leur morphologie, leur 
taille et la manière de présenter les clusters peptidiques ont été élaborés. Le premier est basé sur un 
copolymère présentant les clusters peptidiques et les fluorophores le long de la chaîne. L’autre est 
constitué d’une nanoparticule chevelue abritant les fluorophores hydrophobes en son cœur et 
exhibant les clusters en périphérie de sa chevelure. Dans les deux cas, la synthèse mise en œuvre fait 
intervenir la polymérisation radicalaire contrôlée RAFT et permet de moduler et de contrôler 
facilement de nombreuses caractéristiques de la sonde.  
Pour les conjugués linéaires, il est possible de modifier :  
- La masse molaire du squelette polymère 
- La nature et le nombre moyen de fluorophores par chaîne 
- Le nombre moyen de clusters peptidiques par chaîne 
- Le traitement des fonctions esters activés résiduelles (hydrolyse ou capping) 
Pour les nanoparticules chevelues dont la synthèse est réalisée par le procédé PISA, il est 
possible de modifier : 
- Le diamètre du cœur hydrophobe 
- L’épaisseur de la couronne de cheveux hydrophiles 
- La nature et le nombre moyen de fluorophores par nanoparticule 
- Le nombre moyen de clusters peptidiques par nanoparticule 
Les principales caractéristiques des conjugués linéaires et des nanoparticules synthétisés 
sont récapitulées dans le tableau suivant : 
Tableau II-24 : Caractéristiques des conjugués linéaires et des nanoparticules synthétisées. 
Système 
polymère 
Morphologie 
Gamme de taille 
(nm) 
Nombre moyen 
de clusters 
peptidiques par 
système 
Nature du 
fluorophore 
Nombre moyen 
de fluorophores 
par système 
Conjugués 
linéaires 
pelote statistique 
expansée 
20 à 100 nm 
(Calculs) 
1,5 à 6 
(RMN 1H) 
Cyanine5.5 
porteuse ou non 
de groupements 
tétrasulfonates 
3 à 4 (CES/DDL) 
Nanoparticules 
Nanoparticule 
chevelue 
sphérique avec 
un cœur réticulé 
20 à 250 nm 
(QELS) 
6 à 28 (Calculs) 
monomère CyAM 
ou RPDI 
265 
(Calculs) 
 
A ce stade, les premières évaluations biologiques concernent seulement les conjugués 
linéaires. Pour évaluer l’affinité de ces composés pour les intégrines αVβ3, des tests d’inhibition de 
l’adhésion de cellules sur-exprimant l’intégrine αVβ3 ont été réalisés. Ceci a permis de montrer que 
les conjugués linéaires présentant les clusters peptidiques de manière multivalente se lient beaucoup 
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plus efficacement aux intégrines αVβ3 que le cluster libre (23 fois plus pour le conjugué ayant 4 
clusters par chaîne). Cette amélioration est attribuée à l’augmentation de la concentration locale en 
motif cRGD ainsi qu’à un effet coopératif des clusters d’un même conjugué, auquel s’ajoute un effet 
de clusterisation des intégrines rendu possible par la grande taille des conjugués. 
Pour compléter l’évaluation in vitro, notamment en ce qui concerne la spécificité et la 
sélectivité du ciblage, des études de microscopie confocale et de cytométrie en flux ont été réalisées. 
Elles mettent en évidence l’internalisation cellulaire des conjugués linéaires fluorescents. Ces 
derniers induisent un marquage préférentiel pour les cellules sur-exprimant les intégrines αVβ3, tout 
en conservant une sélectivité proche de celle observée pour le cluster peptidique libre. De plus, ils 
offrent un marquage supérieur à celui du cluster libre grâce à une brillance accrue couplée à une 
affinité pour les intégrines αVβ3 exacerbée. 
Pour évaluer la capacité des conjugués linéaires à cibler la zone tumorale ainsi que leur 
biodistribution, ils seront ensuite évalués in vivo chez la souris par imagerie de fluorescence.  
Des évaluations in vitro et in vivo similaires seront effectuées prochainement pour les 
nanoparticules chevelues fluorescentes. L’ensemble des résultats obtenus devraient permettre de 
comparer les deux types de structure.  
Perspectives d’utilisation de l’ATC-Raft(cRGD)4 :  
Après la mise au point des conditions de polymérisation, il pourrait être intéressant d’utiliser 
l’ATC-Raft(cRGD)4 pour réaliser une copolymérisation des monomères NAM et NAS, puis de coupler 
des fluorophores sur le polymère obtenu (avant de capper les fonctions esters activés résiduelles par 
l’AEM). La sonde fluorescente ainsi obtenue pourrait être comparée aux conjugués linéaires et aux 
nanoparticules lors des évaluations biologiques. 
Perspectives d’utilisations des systèmes polymères fluorescents obtenus : 
Les applications envisageables sont principalement le dépistage de tumeurs et le guidage du 
geste chirurgical. Cela pourrait également être élargi au suivi d’autres phénomènes biologiques 
impliquant l’intégrine αVβ3 comme par exemple le suivi du niveau d’arthérosclérose.  
Perspectives d’amélioration du ciblage :  
La comparaison de nanoparticules fonctionnalisées avec le cluster Raft(cRGD)4 à des 
nanoparticules fonctionnalisées avec des motifs cRGD monovalents pourrait nous renseigner sur 
l’intérêt d’un deuxième niveau de multivalence.  
Il serait intéressant de tester différentes tailles de composés (particulièrement entre 20 et 
200 nm) avec différentes densités en cluster Raft(cRGD)4 pour voir l’influence de ces paramètres sur 
l’interaction avec les cellules et sur la biodistribution. En effet, il est nécessaire de trouver un 
compromis entre ciblage passif et actif, tout en alliant une bonne furtivité en milieu biologique et 
une excellente capacité de reconnaissance des intégrines αVβ3. 
Perspectives d’autres applications :   
La même méthode pourrait être utilisée en substituant le cluster peptidique par un autre 
agent de ciblage pour d’autres applications.  
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D’autres entités de diagnostiques pourraient être utilisées. 
Il est également envisageable de modifier la nature du cœur des nanoparticules pour se 
tourner vers des systèmes capables de délivrer des éléments diagnostiques ou/et thérapeutiques au 
niveau de la tumeur. Par exemple en choisissant des polymères thermo-sensibles à bases de 
monomères comme le 2-méthoxyéthyl acrylate (MEA)139, 140, le N-isopropylacrylamide (NIPAM)108, 141 
ou le 2-(diisopropylamino)éthyl méthacrylate (DPA)142. Il a été montré récemment que l’utilisation 
d’un copolymère statistique pour former le bloc hydrophobe constituant le cœur des nanostructures 
pouvait conduire à de nouvelles propriétés intéressantes143. De plus, d’autres types de stimulations 
pourraient être envisagés comme la force ionique ou les radiations (notamment lumineuses)144. 
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Chapitre III :  
Marquage de protéines par des sondes polymères 
fluorescentes en vue d’applications en imagerie cellulaire 
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Introduction 
 Après l’étude du ciblage d’une protéine d’intérêt (l’intégrine αVβ3) par des sondes polymères-
clusters peptidiques pour des applications d’imagerie in vivo (cancérologie), ce chapitre III concerne 
l’étude du marquage de protéines d’intérêt par des sondes polymères fluorescentes pour des 
applications d’imagerie cellulaire.  
Le marquage de protéines apporte une contribution essentielle à la compréhension de leurs 
rôles, de leurs comportements et de leurs activités au sein des phénomènes biologiques. Cela permet 
de les localiser, de les quantifier et d’identifier les éventuelles interactions qu’elles établissent. Bien 
que différents types de sondes (molécules organiques, protéines de fusion, polymères synthétiques, 
nanoparticules organiques ou inorganiques…) et différents modes de détection (imagerie optique, 
imagerie par résonnance magnétique…) puissent être utilisés1-22, ce marquage est le plus souvent 
réalisé par des sondes fluorescentes.  
Dans ce contexte, les sondes polymères fluorescentes (présentant plusieurs fluorophores 
organiques le long de la chaîne) développées au laboratoire, semblent particulièrement 
intéressantes. Elles ont l’avantage d’avoir une brillance et une photorésistance plus élevées que les 
petites molécules organiques, tout en étant de plus petite taille que des nanoparticules et ne 
nécessitent pas de modification génétique comme les protéines de fusion. Ces sondes polymères, 
basées sur les copolymères P(NAM-stat-NAS), sont synthétisées de manière contrôlée par 
polymérisation RAFT (cf. Introduction générale). Ce procédé permet également une 
fonctionnalisation contrôlée des extrémités de chaîne23-27, ce qui est un atout majeur pour réaliser un 
couplage orienté des sondes polymères sur les protéines. 
Des travaux antérieurs, réalisés par Maël Bathfield et Paula Relogio23, 25 au sein de notre 
équipe, ont permis d’élaborer des sondes polymères fluorescentes porteuses d’un ligand biotine en 
extrémité ω ou en extrémité α des chaînes, permettant une reconnaissance spécifique de la protéine 
streptavidine. Le couplage de plusieurs fluorophores sur le squelette polymère correspondant, 
hydrosoluble et biocompatible, a permis d’obtenir des sondes biotine-polymère avec une brillance 
élevée, un self-quenching limité et une forte résistance au photoblanchiment. Cette étude a 
également permis de montrer que l’utilisation d’un agent RAFT biotinylé (dans des conditions de 
polymérisation optimisées) assure un excellent taux de fonctionnalisation des extrémités de chaînes 
(> 95 %). 
La streptavidine étant capable d’interagir avec quatre ligands biotine, avec une très forte 
affinité, les sondes polymères porteuses d’un ligand biotine peuvent servir à amplifier le signal de 
détection d’entités biotinylées (ex : anticorps) (Figure III-1). Toutefois, le marquage est réalisé par 
l’intermédiaire de la streptavidine dont les quatre sites de reconnaissance sont analogues. Par 
conséquent, cette stratégie nécessite des optimisations pour qu’un seul site de la streptavidine soit 
occupé par l’entité biotinylée à détecter et que les trois autres sites restent disponibles pour les 
sondes. De plus, le complexe formé a une taille importante, ce qui peut être un obstacle dans 
certaines applications (ex : suivi du comportement d’une protéine).  
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Figure III-1 : Marquage d’une entité biotinylée par une sonde polymère biotinylée par l’intermédiaire de la 
streptavidine. 
L’objectif de mes travaux a donc été d’explorer des stratégies alternatives afin de marquer de 
manière plus directe des protéines d’intérêt. Deux approches reposant sur la fonctionnalisation des 
extrémités de sondes polymères fluorescentes obtenues par le procédé RAFT ont été étudiées 
(Figure III-2).  
 
Figure III-2 : Représentation schématique illustrant les deux stratégies envisagées pour le marquage de 
protéines par fonctionnalisation des extrémités de sondes polymères fluorescentes : A) Introduction d’une 
fonction ester activé sur l’extrémité ω pour le marquage de protéines natives ; B) Fonctionnalisation de 
l’extrémité α par un groupement NTA pour le marquage sélectif de protéines porteuses d’un tag poly-histidines. 
La première stratégie consiste à introduire en extrémité des sondes une fonction réactive 
envers certains acides aminés naturels (ou non naturels) de protéines d’intérêt. Afin d’explorer cette 
approche, des sondes fonctionnalisées par un ester activé de N-hydroxysuccinimide (NHS) en 
extrémité ω ont été développées en vue de marquer des protéines natives via leurs fonctions amines 
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accessibles (Figure III-2, A). Cette méthode de marquage, connue pour entrainer un poly-marquage, 
pourrait conduire à des conjugués protéine-polymères de brillance très élevée.  
La seconde stratégie vise un marquage sélectif, apportant un contrôle du site de liaison et du 
nombre de sondes polymères par protéine (Figure III-2, B). Elle est basée sur le développement de 
sondes porteuses d’un ligand capable d’assurer une conjugaison sélective avec des protéines 
recombinantes. Afin d’explorer cette voie, des sondes fonctionnalisées par un groupement acide 
nitrilotriacétique (NTA) sur l’extrémité α des chaînes polymères ont été développées en vue de 
marquer sélectivement des protéines recombinantes, porteuses d’un tag poly-histidines (tag His). 
Dans les deux cas, l’étude comprend la synthèse et la caractérisation des sondes polymères 
ainsi qu’une évaluation du marquage de protéines modèles, réalisée en collaboration avec des 
biologistes du Laboratoire Joliot-Curie.    
 Ce chapitre III est composé de trois grandes parties débutant par une brève revue 
bibliographique sur le marquage fluorescent de protéines et sur la synthèse de conjugués protéine-
polymère. La seconde partie expose la synthèse et l’évaluation biologique de sondes polymères 
porteuses d’une fonction ester activé en extrémité ω. Puis, une étude similaire concerne les sondes 
polymères fonctionnalisées par un groupement NTA en extrémité α. 
I. Bibliographie 
I.1. Marquage fluorescent de protéines et imagerie cellulaire  
L’omniprésence des protéines, leur rôle majeur dans la quasi-totalité des processus 
biologiques et leur très grande diversité en font des sujets d’étude incontournables pour la 
compréhension des mécanismes biologiques.   
Pour l’imagerie cellulaire, de nombreuses techniques de fluorescence sont disponibles et 
particulièrement bien adaptées (Tableau III-1) car elles fournissent une bonne résolution 
(constamment améliorée : techniques de super-résolution28, 29) et une excellente sensibilité. De plus, 
il est envisageable d’imager plusieurs protéines simultanément ce qui permet d’évaluer si elles 
interagissent entre elles.  
L’utilisation de l’imagerie de fluorescence nécessite le marquage des protéines par des 
sondes. Idéalement, il faudrait parvenir à réaliser un marquage spécifique (1 type de protéine parmi 
d’autres) et contrôlé (site de fixation et nombre de sondes par protéine) aboutissant à un signal de 
fluorescence intense (brillance élevée de la sonde) tout en conservant l’intégrité du comportement 
et de l’activité de la protéine. Par conséquent, de nombreux paramètres doivent être pris en compte 
tant au niveau de la protéine choisie que de la sonde utilisée.  
Pour ne pas induire de changements de conformation et ne pas modifier l’activité de la 
protéine, il est essentiel d’avoir une connaissance suffisante de sa séquence et de sa conformation 
native. Les acides aminés ciblés doivent être accessibles et le marquage ne doit pas affecter la 
structure tridimensionnelle de la protéine (en particulier, le domaine de reconnaissance ou le site 
actif). Il faut aussi veiller à ne pas altérer certaines propriétés de la protéine comme sa charge 
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globale, ses interactions électrostatiques ou ses effets hydrophobes. Ainsi, la taille et la nature de la 
sonde sont également des éléments très importants.  
Le dernier élément à prendre en considération est la nature de l’interaction envisagée entre 
la protéine et les sondes. Pour cela, de nombreuses méthodes de marquage sont envisageables 
(Tableau III-2). Elles impliquent une multitude de groupements qui varient par leur taille et par la 
force de l’interaction (liaison réversible ou non) qu’ils induisent entre la sonde et la protéine. Le type 
de marquage peut ainsi être choisi en fonction de l’application envisagée.   
Tableau III-1 : Techniques de fluorescence les plus utilisées. 
Technique Acronyme Utilité et caractéristiques Références 
Fluorescence 
Recovery After 
Photobleaching 
FRAP 
Peut mesurer : 
- le trafic et les mouvements dans et entre compartiments 
cellulaires 
- l’intensité et la vitesse de passage d’une protéine de son 
lieu de synthèse à son lieu de maturation 
- la vitesse de renouvellement d’une protéine membranaire, 
sa vitesse de diffusion latérale dans les membranes 
- la vitesse des différentes voies d’endocytose 
30-32 
Fluorescence Loss In 
Photobleaching 
FLIP 
Peut mesurer les volumes, la vitesse de diffusion interne et le 
degré d’inhomogénéité des compartiments intracellulaires 
Renseigne sur la continuité d’un compartiment et l’existence de 
relations entre plusieurs compartiments 
30 
Forster Resonance 
Energy Transfer 
FRET 
Mesure aussi bien les interactions intermoléculaires (récepteur-
ligand) qu’intramoléculaires (repliement de l’ADN, structure 
quaternaire d’une protéine) 
30, 33-41 Fluorescence 
Lifetime Imaging 
Microscopy 
FLIM 
Bioluminescence 
Resonance Energy 
Transfer 
BRET 
Etude à haut débit des interactions ligands-récepteurs et la 
pharmacologie associée 
30, 42, 43 
 
Tableau III-2 : Récapitulatif des principales méthodes de marquage des protéines.  
Type de 
sonde 
Stratégie 
Avantages 
principaux 
Inconvénients 
principaux 
Endogène 
Protéine de fusion 
fluorescente 
Spécifique 
Covalent 
Contrôle du nombre de sondes par 
protéine et du site de fixation 
Modification génétique et expression 
difficile à contrôler 
Taille de la sonde relativement élevée 
Brillance et photostabilité de la sonde 
limitée 
Exogène 
Interaction avec des 
acides aminés 
naturels de la 
protéine native 
Covalent ou non 
Poly-marquage 
 
Nombre de sondes par protéine et site 
de fixation souvent non contrôlés 
Interaction avec des 
acides aminés non 
naturels introduits 
sur la protéine 
Généralement covalent Spécifique 
Contrôle du nombre de sondes par 
protéine et du site de fixation 
Complexité des méthodes 
d’introduction des acides aminés non 
naturels et rendement faible 
Protéine 
taguée/sondes avec 
le ligand 
correspondant 
Covalent ou non 
Spécifique 
Contrôle du nombre de sondes par 
protéine et du site de fixation 
Modification génétique 
 
Protéine de fusion 
non 
fluorescente/sondes 
avec le ligand 
correspondant 
Covalent ou non 
Spécifique 
Contrôle du nombre de sondes par 
protéine et du site de fixation 
Modification génétique 
Taille des protéines de fusion 
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I.1.1. Sondes fluorescentes et imagerie cellulaire 
Les composés fluorescents présentés pour l’imagerie in vivo (cf. Chapitre I, II.3) peuvent 
également être utilisés comme sondes pour l’imagerie cellulaire de protéines. Toutefois, les critères 
pris en compte pour choisir une sonde adaptée ne sont pas exactement les mêmes. En effet, 
l’imagerie cellulaire de protéines nécessite également des composés de brillance élevée mais 
privilégie ceux de taille modeste afin de limiter l’impact du marquage de la protéine sur son 
comportement et son activité. Une fonctionnalisation aisée de la sonde peut être un atout 
supplémentaire en vue de lui apporter des propriétés de biospécificité permettant un marquage 
sélectif et spécifique de la protéine d’intérêt.  
Les polymères fluorescents apparaissent comme un très bon compromis. Ils allient une taille 
relativement faible (proche de celle des protéines de fusion et inférieure à celle des quantums dots) 
et peuvent atteindre une brillance élevée (supérieure à celle de fluorophores organiques ou de 
protéines de fusion fluorescentes) grâce au transport de plusieurs fluorophores par chaîne. De plus, 
ils possèdent l’avantage d’être modulables (de manière contrôlée) à de nombreux niveaux 
comprenant leur nature, leur taille, leur structure et leur fonctionnalisation. 
I.1.2. Les différentes stratégies de marquage de protéines par des sondes exogènes 
I.1.2.1. Marquage de protéines natives 
La stratégie de marquage la plus commune consiste à utiliser les fonctions chimiques 
naturellement présentes sur les protéines natives. En effet, certains acides aminés naturels 
possèdent une fonction latérale réactive pouvant être mise à profit pour la formation de liaisons 
(principalement covalentes) avec la sonde (Tableau III-3). Les fonctions des extrémités C/N-
terminales sont également des sites de couplage potentiels44, 45.  
Acide Aminé de la 
protéine 
Fonction réactive Fonction sur la sonde Liaison formée Références 
Lysine Amine primaire 
Acide carboxylique Amide 
44-48 
Ester activé Amide 
Aldéhyde et cétone Imine puis amine 44-47 
Isocyanate Urée 46, 48, 49 
Isothiocyanate Thio-urée 46, 48-50 
Epoxyde béta-aminoalcool 44 
Cystéine 
Thiol 
Insaturation activée Thioéther 44-48 
Halogène acétamide Thioéther 44, 46, 48 
Thiol Pont disulfure 44-48 
Pont disulfures Réactif spécifique Disulfures pontés 45-47, 51-53 
Tyrosine Phénol 
Cyclique 
diazodicarboxamide 
Substitution 
électrophile 
aromatique 
54 
Aldéhyde + dérivé 
d’aniline 
Réaction de type 
Mannich 
45-48, 55 
π-allyle + catalyseur au 
Pd 
Allyle aryle éther 45-47 
Glutamate, Aspartate Acide carboxylique Amine Amide 44 
Tableau III-3 : Exemples de réactions de couplage se basant sur les fonctions réactives des acides aminés 
naturels44, 46, 47.  
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La plupart du temps, les acides aminés privilégiés sont les résidus lysine et cystéine 
respectivement porteurs de fonctions amine primaire et thiol. Ceci peut s’expliquer par leur bonne 
réactivité, la stabilité des liaisons formées, le bon rendement de couplage et la simplicité de la chimie 
mise en jeu.  
La réaction de marquage la plus utilisée est la formation d’une liaison amide par couplage de 
l’ester activé de la sonde sur l’amine du résidu lysine. Cette méthode conduit généralement à un 
poly-marquage de la protéine à cause de l’abondance et de l’accessibilité des résidus lysine, 
notamment en surface des protéines. Ce poly-marquage peut s’avérer bénéfique notamment dans le 
cas de sondes fluorescentes. En effet, en général, plus le nombre de sondes couplées par protéine 
est important et plus le conjugué obtenu sera brillant. En revanche, ce poly-marquage est presque 
toujours synonyme d’un nombre de sondes par protéine et d’une régio-sélectivité du marquage 
incontrôlés. Ce manque de contrôle peut entraîner une modification de la conformation et/ou du site 
actif de la protéine affectant son comportement et son activité.   
I.1.2.2. Marquage de protéines via l’introduction d’acides aminés non naturels 
L’introduction, au sein de la séquence de la protéine, d’un ou plusieurs acides aminés non 
naturels est un excellent moyen de créer des sites d’ancrage spécifiques à des endroits précis de la 
protéine56, 57. Plusieurs méthodes (qui se différencient des méthodes recombinantes) ont ainsi été 
développées58 pour substituer certains acides aminés naturels par des acides aminés synthétiques 
comportant de nouvelles fonctions chimiques. Ces dernières sont capables de conduire à des 
réactions orthogonales à celles obtenues habituellement avec les acides aminés naturels. Les 
méthodes employées reposent principalement sur l’utilisation d’analogues d’acides aminés et d’ARNt 
modifié qui peuvent être associés à des modifications du gène codant pour la protéine (introduction 
de codons stop, augmentation de la taille de codons, ajout de bases nucléiques non naturelles). Ces 
approches permettent de réaliser des couplages covalents extrêmement bien contrôlés sur la 
protéine mais restent toutefois complexes, conduisent à des rendements d’introduction de l’acide 
aminé non naturel généralement faibles et sont difficilement réalisables à grande échelle. 
I.1.2.3. Marquage de protéines recombinantes 
Les protéines recombinantes sont des protéines produites par des cellules dont le matériel 
génétique a été spécialement modifié. Le gène codant pour la protéine d’intérêt peut ainsi être 
modifié pour exprimer un motif supplémentaire, peptidique (protéines taguées) ou protéique 
(protéines de fusion), à un endroit précis de la protéine d’intérêt sans nuire à son activité et à sa 
structure tridimensionnelle.  
I.1.2.3.1. Protéines taguées 
Les protéines taguées font référence à des protéines auxquelles on a ajouté un motif 
peptidique (ou tag, le plus souvent quelques acides aminés) sur l’une de leurs deux extrémités59. Un 
grand nombre de tags différents, pouvant être reconnus par des ligands spécifiques, ont été 
développés (Tableau III-4).  
 
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
170 
 
Tags Séquences Ligands/Réactifs Types de couplage Références 
Tag Histidine Prot-H6 
Ni2+-NTA ; Ni2+-
triNTA ; Co2+-IDA 
Non covalent, 
réversible 
60-64 
 
Tag Cystéine 
Prot-C5 Maléimide Covalent, permanent 65 
Prot-SIRSCG 
Haloacétamide, 
maléimide 
Covalent, permanent 66 
Prot-CCPGCC FlAsH ou ReAsH 
Non covalent, 
réversible 
67, 68 
Tag Arginine Prot-R5, Prot-R9 
Résine  échangeuse 
de cations 
Non covalent, 
réversible 
69, 70 
Flag Tag Prot-DYKDDDDK 
Anticorps monoclonal 
anti-Flag Non covalent, 
réversible 
71-74 
Zn2+-DPATyrs 
Strep Tag Prot-WSHPQFEK Strep-tactin 
Non covalent, 
réversible 
72, 75 
Tag c-myc Prot-EQKLISEEDL Anticorps monoclonal 
Non covalent, 
réversible 
76 
Tableau III-4 : Exemples de tags peptidiques avec leurs ligands usuels72, 77. 
Le tag le plus utilisé est le tag poly-histidines qui a été développé dans le cadre de la 
purification de protéines par chromatographie d’affinité IMAC61 (Immobilized Metal-ion Affinity 
Chromatography). Il est généralement constitué de 6 histidines consécutives dont les groupements 
latéraux (de type imidazole) sont capables de chélater des ions métalliques (Co2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+). Les 
ligands correspondants au tag His (NTA : NitriloTriacétique Acid, IDA : IminoDiacetic Acid) (Figure III-
3) sont également capables de chélater ces mêmes ions. 
 
Figure III-3 : Représentation schématique de l’interaction permettant de lier le groupement NTA d’une sonde au 
tag His d’une protéine par l’intermédiaire d’un ion Ni2+. 
L’utilisation de sondes porteuses d’un groupement NTA pour réaliser un marquage spécifique 
de protéines taguées histidine est une stratégie prometteuse. Le marquage obtenu est régio-sélectif 
et le nombre de sondes par protéine est contrôlé (généralement une sonde par tag). Cependant, le 
complexe (NTA/Ni-tag His) repose sur des liaisons datives plus faibles que les liaisons covalentes ; 
elles peuvent être sensibles aux conditions dénaturantes (force ionique élevée, détergents…). Cette 
stabilité limitée est un inconvénient si l’objectif est de suivre la protéine sur une longue période. Par 
contre, c’est un avantage pour bénéficier d’un marquage réversible. L’autre limite du couple NTA/tag 
His est le phénomène d’extinction de fluorescence (quenching) par les ions métalliques d’une partie 
du signal de fluorescence de la sonde (fluorophores dans le voisinage immédiat)78. De plus, la toxicité 
des ions métalliques peut être problématique dans le cas d’échantillons vivants. 
Tag Histidines
NTA/Ni
Sonde
Protéine
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
171 
 
Des études ont montré la possibilité de surmonter certains de ces inconvénients. L’utilisation 
de ligands multivalents triNTA permet de renforcer significativement la stabilité de la liaison entre le 
ligand et le tag His78-80 ; par ailleurs, l’augmentation de la distance entre le fluorophore et l’ion 
métallique réduit considérablement la probabilité du quenching de fluorescence78. 
I.1.2.3.2. Protéines de fusion 
Les protéines de fusion sont obtenues en insérant un gène codant pour une protéine (ou un 
bout de protéine : polypeptide) à la suite du gène de la protéine d’intérêt. Ceci permet de fusionner 
la protéine d’intérêt avec une autre protéine qui lui apporte des caractéristiques supplémentaires. Le 
marquage de la protéine d’intérêt peut ainsi se faire directement par l’expression de protéines 
naturellement fluorescentes (Green Fluorescent Protein (GFP), par exemple) et dans ce cas, il s’agit 
de marquage endogène. Les principaux inconvénients de cette méthode sont liés aux propriétés de 
fluorescence limitées des protéines fluorescentes : faible rendement quantique, brillance limitée, 
faible résistance au photoblanchiment… (cf. Chapitre I, II.3). Cependant, cette méthode reste très 
utilisée car elle est très spécifique. 
Le marquage à l’aide de protéines de fusion peut également être indirect, avec l’utilisation de 
sondes exogènes. Dans ce cas, la protéine de fusion n’est pas elle-même fluorescente mais elle joue 
le rôle de site d’ancrage. En général, elle possède un site enzymatique unique lui permettant de se 
lier spécifiquement à un ligand (Tableau III-5). 
Protéine de fusion non 
fluorescente 
Taille (g.mol-1) Ligand spécifique Références 
Halotag 35 000 Halogénoalcanes 81, 82 
SNAP tag 19 400 Dérivés de benzylguanine 73, 83-86 
CLIP tag 19 400 Dérivés de benzylcytosine 73, 83, 84, 86 
Tableau III-5 : Quelques exemples de différents couples protéines de fusions/ligands. 
Le système Halotag fait intervenir une protéine de fusion de taille un peu plus élevée que les 
systèmes SNAP ou CLIP tag, mais il met en œuvre une chimie plus simple. Il implique une 
déhalogénase bactérienne modifiée comme protéine de fusion et un ligand constitué d’un dérivé 
d’halogénoalcane dont la longueur totale doit être d’au moins 14 atomes (Figure III-4, A). De plus, les 
6 atomes précédant l’atome d’halogène doivent être des carbones.  
La déhalogénase native coupe la liaison C-Cl en formant une liaison covalente entre un résidu 
aspartate (Asp106) du site actif et le carbone du ligand positionné en α de l’halogène (Figure III-4, C). 
Puis, elle libère le ligand en hydrolysant la liaison nouvellement formée à l’aide d’un résidu histidine 
(His272) agissant comme catalyseur. Dans le cas de l’Halotag, la substitution de cette histidine par 
une phénylalanine (Phe272) empêche la libération du ligand. Le site actif a une forme de puits 
profond, conformation particulière qui rend l’interaction avec le ligand très sélective (Figure III-4, B).  
Des études ont montré que le marquage par le système Halotag n’est pas toxique pour la 
cellule et que le complexe formé est stable pendant au moins 48h (ce qui est intéressant pour le suivi 
de protéines d’intérêt sur des temps longs). De plus, les ligands possédant un brome comme 
halogène donnent de meilleurs résultats que ceux porteurs d’un chlore82.  
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Figure III-4 : A) Ligands spécifiques de l’Halotag ; B) La protéine Halotag couplée au ligand TMR (i) et la 
représentation 3D de son site actif81 (ii) ; C) Mécanisme réactionnel de la déhalogénase native et de l’Halotag.  
Cette méthode de marquage faisant intervenir des protéines de fusion en tant que site 
d’ancrage est donc très intéressante. Elle conduit à la formation d’une liaison covalente et permet le 
contrôle de la position du site d’ancrage et du nombre de sondes par protéine. Les limites de cette 
méthode résident dans la nécessité d’utiliser des protéines modifiées génétiquement pour 
incorporer la protéine de fusion. De plus, la taille importante de ces dernières peut induire des 
modifications plus ou moins importantes sur le comportement de la protéine d’intérêt.  
I.1.3. Conclusion sur le marquage fluorescent de protéines 
Il existe donc différents types de marquage fluorescent de protéines d’intérêt : le couplage 
direct d’une sonde exogène sur les acides aminés (naturels ou non) de la protéine, le couplage 
indirect d’une sonde exogène via un ligand reconnaissant spécifiquement une protéine taguée ou 
une protéine de fusion, et le marquage direct par une protéine de fusion fluorescente (sonde 
endogène).  
Il est pertinent d’essayer de transposer ces différentes stratégies de marquage au couplage 
orienté de nos sondes polymères fluorescentes sur des protéines. Pour cela, les procédés de 
polymérisation radicalaire contrôlée sont particulièrement bien adaptés car ils permettent de 
contrôler la fonctionnalisation des extrémités de la chaîne polymère. 
 
A) B)
X: atome d’halogène (Cl, Br)
Déhalogénase 
native
Halotag 
(déhalogénase 
modifiée)
Formation d’une liaison 
covalente entre l’enzyme 
(Asp106) et le ligand Phe272 est inefficace comme base :
la liaison formée ne peut pas être
hydrolysée
His272 agit comme une base et catalyse
l’hydrolyse de la liaison formée (libération
du ligand modifié et régénération de
l’enzyme)
C)
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I.2. L’élaboration de conjugués protéine-polymère par polymérisation radicalaire 
contrôlée (PRC) et positionnement de notre stratégie 
Les conjugués protéine-polymère sont en général constitués de protéines ou de polypeptides 
bioorganiques et de polymères synthétiques, ce qui permet de combiner les propriétés de ces deux 
composants87, et offre des perspectives d’applications qui ne seraient pas envisageables quand ces 
composants sont utilisés chacun de leur côté. Par exemple, le couplage de polymère comme le 
polyéthylène glycol (PEG) sur des protéines d’intérêt thérapeutique permet de prolonger le temps de 
demi-vie de celles-ci dans le sérum en limitant les dégradations enzymatiques, la reconnaissance par 
le système immunitaire et les phénomènes d’agrégation88-91. De tels systèmes sont largement 
employés dans la lutte contre le cancer92-100. De plus, des stratégies utilisant des polymères 
thermosensibles permettent de contrôler l’activité de protéines par le blocage réversible de leur site 
actif101-104 ou de purifier des protéines par précipitation105, 106. Les conjugués protéine-polymère 
permettent aussi de réaliser des structures complexes par auto-assemblage de composés 
amphiphiles107, 108. 
Depuis une dizaine d’années, l’utilisation de procédés de polymérisation radicalaire contrôlée 
a permis d’améliorer significativement le contrôle de la synthèse de conjugués protéine-polymère et 
de leurs propriétés. La synthèse est généralement réalisée selon trois stratégies principales109-112 
(Figure III-5).  
La première stratégie (Figure III-5, i, « grafting to ») consiste à synthétiser le polymère dans 
un premier temps, puis à réaliser son couplage orienté sur la protéine via une de ses extrémités de 
chaîne. La fonctionnalisation de la chaîne polymère peut être obtenue de deux façons différentes : 
soit par modification de l’extrémité ω post-polymérisation113 (Figure III-5, i, a), soit en utilisant un 
agent de contrôle porteur de la fonction souhaitée pour réaliser la polymérisation114 (Figure III-5, i, 
b). Dans ce cas, la chaîne polymère obtenue porte cette même fonction à son extrémité α.    
 
Figure III-5 : Principales stratégies de synthèse de conjugués protéine-polymère en utilisant les procédés de 
polymérisation radicalaire contrôlée (adapté de Broyer et al., référence 111) 111. 
i)
iii)
ii)
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 Pour la seconde approche (Figure III-5, ii, « grafting from »), l’amorceur (procédé ATRP) ou 
l’agent de contrôle de la polymérisation (procédés NMP, RAFT) est introduit via une liaison covalente 
sur un acide aminé de la protéine qui devient ainsi un macro-amorceur ou macro-agent de contrôle. 
De cette manière, la chaîne polymère peut croitre directement à partir de la protéine115-127.  
 Dans la troisième et dernière stratégie (Figure III-5, iii, « grafting through »), la synthèse du 
polymère fait intervenir un monomère pouvant interagir avec la protéine avant (b) ou après (a) 
polymérisation128.   
 Dans le cadre de notre travail de recherche (couplage orienté de sondes polymères 
fluorescentes sur des protéines), la stratégie « grafting to » semble être la plus adaptée car plus 
simple à mettre en œuvre et plus généralisable. De plus, la réalisation du couplage sur la protéine 
après polymérisation offre deux avantages principaux : la caractérisation du polymère (fluorescent) 
est considérablement facilitée lorsqu’elle est réalisée en absence de la protéine (notamment les 
analyses RMN 1H et CES) ; l’étape de polymérisation ne risque pas d’affecter l’intégrité de la protéine.  
La stratégie « grafting from » est tributaire des propriétés de la protéine (séquence d’acides 
aminés, résistance à l’étape de polymérisation…) et nécessite une étude complète pour chaque 
nouvelle protéine étudiée. Il faut aussi noter que cette stratégie devient difficile à mettre en œuvre 
pour les protéines disponibles en faible quantité. D’autre part, comme le polymère croit directement 
à partir d’un site amorceur sur la protéine, il est impossible de réaliser un marquage spécifique in 
cellulo de la protéine contrairement à la méthode « grafting to » (par exemple, une protéine taguée 
peut être exprimée dans une cellule puis une sonde polymère capable de reconnaître spécifiquement 
ce tag pourra la marquer de manière ciblée).    
 La stratégie « grafting through » n’est pas adaptée au projet envisagé étant donné qu’elle a 
pour but d’obtenir un conjugué avec plusieurs protéines par chaîne polymère.  
Nous avons donc choisi d’explorer, par la stratégie « grafting to », un exemple de couplage 
sur protéine native et un exemple de couplage sur protéine recombinante porteuse d’un tag.  
I.2.1. Couplage covalent de polymères sur protéines natives 
Comme cité précédemment, la grande majorité des études concerne des conjugués 
protéines-PEG44, 129-131. Cependant, des polymères branchés analogues au PEG, synthétisés par PRC, 
ont montré une amélioration de la biocompatibilité des conjugués protéine-polymère et sont de plus 
en plus utilisés. Il s’agit par exemple de poly[(oligo éthylène glycol)méthyl éther méthacrylate] 
(PEGMA)132, 133 ou de PEG acrylate (PEGA)134-136. D’autres polymères comme le poly(N-(2-
hydroxypropyl)méthacrylamide) (PHPMA)137-140, la poly(vinylpyrrolidone) (PVP)141-143, et les poly(2-
oxazolines)144, 145 sont présentés comme des alternatives potentielles à l’utilisation du PEG. La 
fonctionnalisation des extrémités de chaîne s’effectue aussi bien par fonctionnalisation post-
polymérisation que par l’utilisation d’amorceur (ATRP) ou d’agent de transfert (RAFT) fonctionnels 
pendant la polymérisation. Le couplage sur protéine fait intervenir de nombreux types de réactions : 
thiol-ène136, thiol/maléimide132, 133, 135, 146, oxyamine/aldéhyde147, 148, ponts disulfures134, 149, 
azoture/alcyne150. Dans le cadre d’une étude visant à comparer les propriétés immunologiques de 
conjugués protéine-polymère, un poly(N-acryloylmorpholine) (PNAM) a été fonctionnalisé post-
polymérisation par une fonction ester activé avant d’être couplé sur des résidus lysines de la 
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protéine uricase151. Ce PNAM a été synthétisé par polymérisation conventionnelle en présence 
d’acide 2-mercaptoacétique (télomérisation), permettant d’atteindre une faible dispersité (≈1,1) 
pour de faible masse molaire (<10 000 g.mol-1) ainsi que la fonctionnalisation de l’extrémité α du 
PNAM par une fonction acide carboxylique. Cette dernière est ensuite activée par réaction avec le N-
hydroxysuccinimide et le dicyclohexylcarbodiimide. 
Le cas particulier du marquage de protéines par des polymères fluorescents est beaucoup 
moins répandu. Les sondes polymères sont généralement développées à partir de dérivés PEG et 
portent un seul fluorophore en extrémité de chaîne152-154. Très peu d’exemples de polymères 
porteurs de plusieurs fluorophores le long de la chaîne et d’une extrémité réactive ont été décrits. 
L’équipe de Winnik a obtenu, par polymérisation RAFT, des polymères poly(N-alkylacrylamide) 
porteurs de 2 à 6 fluorophores par chaîne155. Ils ont  ensuite introduit une fonction maléimide en 
extrémité de chaîne ω afin de coupler les polymères correspondants sur des anticorps (résidus 
cystéine). Bien que la fonctionnalisation de l’extrémité de chaîne ne soit pas très efficace (estimation 
RMN 1H de 0,2 à 0,5 maléimide par chaîne), le marquage des anticorps s’est avéré très concluant. 
L’utilisation de ces conjugués anticorps-polymère pour des analyses de cytométrie en flux donne des 
résultats positifs même si parfois, des problèmes de manque d’intensité du signal et d’adsorption 
non-spécifique ont été observés. Un autre exemple, réalisé par l’équipe de Nicolas, a abouti au 
marquage d’une protéine modèle (lysozyme) par un terpolymère fluorescent P(PEGMA-co-AN-co-
RMA) (AN pour acrylonitrile qui favorise un bon contrôle de la polymérisation, et RMA pour 
rhodamine B méthacrylate introduit en faible quantité (0,5% molaire))156. Cependant, le pourcentage 
de monomère fluorescent réellement incorporé dans le terpolymère n’est pas fourni. Un amorceur 
porteur d’une fonction ester activé est utilisé lors de la synthèse par NMP du terpolymère afin de 
fonctionnaliser l’extrémité de chaîne α. Cette dernière a permis un couplage quantitatif du polymère 
avec de petites molécules, mais une conjugaison partielle avec le lysozyme. De plus, il a été 
démontré que l’efficacité du couplage diminue avec l’augmentation de la masse molaire du 
polymère.  
Afin de coupler de manière orientée nos polymères fluorescents sur des protéines natives, 
nous nous sommes donc concentrés sur le développement de sondes polymères porteuses de 
multiples fluorophores en position latérale (le long de la chaîne) et d’une fonction ester activé en 
position terminale (extrémité ω) (Figure III-6). L’objectif est d’obtenir des polymères très fluorescents 
avec un rendement de fonctionnalisation terminale supérieur à 50 %. De plus, cette stratégie permet 
de changer aisément la nature du fluorophore utilisé sans qu’il soit nécessaire d’optimiser à nouveau 
l’ensemble de la synthèse.  
 
Figure III-6 : Sonde polymère porteuse de fluorophores en position latérale et d’une fonction ester activé en 
position terminale ω. 
AEM
AEM
AEM
AEM : AminoEthylMorpholine: NAM : NAS : Fluorophore
Extrémité ω ester activé
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I.2.2. Couplage de polymères sur protéines taguées 
 Bien qu’il existe de nombreux tags, très peu ont été utilisés pour le couplage polymère-
protéine. La fonctionnalisation d’une chaîne polymère par un ligand NTA est généralement employée 
pour l’immobilisation réversible de protéines taguées His sur un support157-160. De plus, le ligand NTA 
a été couplé le long d’une chaîne polymère pour étudier des clusters de protéines161. Par ailleurs, les 
sondes porteuses du ligand NTA développées pour le marquage de protéines taguées His sont 
généralement basées sur de petites molécules comme des chromophores8, 15, 77, 78, 80.  L’utilisation de 
sondes polymères fluorescentes fonctionnalisées par le ligand NTA est presque inexistante dans la 
littérature. Un exemple concerne une chaîne PEG porteuse d’une fluoresceine sur une extrémité et 
d’un ligand triNTA sur l’autre79. Cette sonde permet un marquage quantitatif de la cytosine 
désaminase de levure taguée His et forme un conjugué protéine-sonde polymère (1 : 1) stable.   
Par conséquent, le tag His étant l’un des plus utilisés, et afin d’évaluer si cette stratégie peut 
être transposée au marquage spécifique de protéines par nos sondes polymères fluorescentes, nous 
avons décidé de fonctionnaliser ces dernières avec le ligand NTA (Figure III-7).  
 
Figure III-7 : Sonde polymère porteuse de fluorophores en position latérale et d’un groupement NTA sur 
l’extrémité α. 
 
 
 
 
 
 
AEM : AminoEthylMorpholine: NAM : NAS : Fluorophore
Extrémité α NTA
AEM
AEM
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II. Elaboration de sondes polymères fluorescentes porteuses d’une fonction 
ester activé en extrémité ω pour le marquage de protéines natives 
Le développement de nos sondes basées sur un copolymère NAM/NAS fait intervenir la 
réaction ester activé/amine primaire pour le couplage des fluorophores le long de la chaîne. Par 
conséquent, obtenir les sondes ω-fonctionnelles souhaitées, impose d’introduire l’ester activé en 
extrémité de chaîne ω en fin de synthèse (Figure III-8). En effet, si la fonctionnalisation terminale 
était réalisée avant le couplage des fluorophores sur la chaîne polymère, ces derniers pourraient se 
coupler soit en position latérale, soit sur l’extrémité ω. 
 
Figure III-8 : Stratégie de synthèse des sondes polymères fluorescentes (i : Fluorophore-NH2, DIPEA ; ii : AEM ; iii : 
NAS, DMPP).  
La synthèse comprend une première étape de couplage des fluorophores sur le copolymère 
P(NAM-stat-NAS) puis une seconde étape de capping des fonctions ester activé résiduelles par l’AEM 
(étape qui va également induire l’aminolyse de la fonction dithioester en ω) (Figure III-8). Nous avons 
alors envisagé d’utiliser la chimie click, de type thiol-ène113, 162-165, afin de convertir quantitativement 
l’extrémité thiol terminale en fonction ester activé. Cette chimie thiol-ène, généralement plus 
efficace que les couplages thiol-maléimide conventionnels, est souvent conduite par voie radicalaire 
pour coupler un alcène ou un alcyne sur un composé thiol. Elle peut également être catalysée en 
phase homogène en présence de phosphine ou d’amine163, 164, 166, 167. 
Pour introduire une fonction ester activé par chimie thiol-ène à l’extrémité ω des sondes, 
nous avons choisi d’utiliser le monomère N-acryloxysuccinimide (NAS), bien connu au laboratoire, en 
présence de phosphine de diméthylephényle (DMPP). Il est en effet établi que les réactions de type 
thiol-ène sont plus efficaces avec des alcènes activés (comme les acrylates)164, 165 qu’avec des alcènes 
non activés.  
Cette étude a été réalisée avec un copolymère de faible masse molaire (5 300 g.mol-1) afin de 
faciliter, d’une part, la caractérisation (détection des extrémités de chaînes plus aisée) et, d’autre 
part, les évaluations biologiques des polymères ω-fonctionnels résultants.  
 
i
ii
iii
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II.1. Optimisation de la réaction thiol-ène avec des homopolymères PNAM 
II.1.1. Synthèse 
Afin de vérifier l’efficacité de la réaction thiol-ène pour la fonctionnalisation de l’extrémité ω 
et de mettre au point les conditions de couplage des polymères sur les protéines, des tests 
préliminaires ont tout d’abord été effectués avec des homopolymères PNAM de référence (obtenus 
par polymérisation RAFT avec le dithiobenzoate de tert-butyle (tBDB) comme agent de contrôle). Les 
polymères choisis sont de faible masse molaire pour faciliter la caractérisation des extrémités de 
chaîne par spectrométrie RMN 1H et par spectrométrie de masse MALDI-Tof.  
 
Figure III-9 : Introduction d’une fonction ester activé sur l’extrémité ω d’un homopolymère PNAM : a) 1-
décylamine, DMPP, CHCl3 ; b) NAS, DMPP, CHCl3. 
La fonction dithiobenzoate en ω subit une réaction d’aminolyse en présence d’un excès 
d’amine primaire (1-décylamine) et de DMPP pour éviter la formation de ponts disulfures (Figure III-
9, a). La fonction thiol obtenue est soumise à une réaction thiol-ène en présence de 5 équivalents de 
NAS (catalyseur DMPP) (Figure III-9, b). 
II.1.2. Caractérisation par RMN 1H 
Le spectre RMN 1H du PNAM-DT (Figure III-10, A) présente les pics caractéristiques des unités 
monomères entre 1 et 5,2 ppm. Les pics entre 1,1 et 1,9 ppm et entre 2,3 et 2,8 ppm correspondent 
respectivement aux CH2 et CH de la chaîne polymère. Les signaux entre 3,1 et 4 ppm correspondent 
aux CH2 du cycle morpholine. Les deux pics entre 0,77 et 0,85 ppm correspondent au groupe tBu de 
l’extrémité α. Aucune évolution de ces pics n’est observée lors des différentes étapes de synthèse, 
comme attendu. Le pic à 5,1 ppm correspond au CH en α de la fonction dithioester. 
Considérant l’étape d’aminolyse, les protons les plus intéressants sont les aromatiques de 
l’extrémité dithiobenzoate, clairement identifiables entre 7,36 et 8 ppm, qui devraient disparaître 
(Figure III-10, A). Comme observé lors de travaux antérieurs168, le spectre RMN 1H après aminolyse 
(PNAM-SH, Figure III-10, B) ne présente effectivement plus les pics de ces protons aromatiques. Le 
pic large à 5,1 ppm a également disparu, ce qui indique que le proton du CH en α de la fonction 
terminale ω a changé d’environnement chimique. Ces éléments semblent confirmer l’efficacité de 
l’aminolyse.  
a b
PNAM-DT PNAM-SH PNAM-S-NAS
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Figure III-10 : Spectres RMN 1H (300 mHz, CDCl3) du PNAM-DT (Mn = 4 600 g.mol-1 (déterminée par CES/DDL), Đ 
= 1,01) (A), du PNAM-SH (B), du PNAM-S-NAS (C) après purification. 
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Suite à la réaction thiol-ène, un pic correspondant aux protons du cycle succinimide du 
PNAM-S-NAS apparaît à 2,82 ppm (Figure III-10, C). On devine comme un léger épaulement sur la 
gauche de ce pic (à 2,86 ppm) qui peut être attribué au signal des protons méthylène en α du soufre. 
Le CH2 en α de la fonction ester activé est superposé aux protons CH du squelette polymère. La très 
bonne efficacité de la réaction (> 95%, Tableau III-6) peut être estimée en comparant l’intégrale des 
pics des protons succinimides (caractéristiques de la modification apportée) à l’intégrale du signal 
correspondant à la fonction tBu de l’extrémité α. Toutefois, cette estimation n’est qu’indicative car le 
pic des 4 protons succinimides est en partie superposé avec le massif des protons CH du squelette 
polymère, ce qui rend difficile la détermination de son intégrale. 
II.1.3. Caractérisation par spectrométrie de masse MALDI-Tof 
Dans tous les cas, les analyses par spectrométrie de masse MALDI-Tof (réalisées par 
Catherine Ladavière, IMP, Lyon) (Figure III-11 et Tableau III-6) confirment l’obtention des composés 
attendus.  
Tableau III-6 : Caractérisation des chaînes polymères avant et après réaction thiol-ène sur le PNAM-SH.  
Nature DPn 
Spectrométrie de masse 
MALDI-Tof* 
Rendement de 
fonctionnalisation 
d’après RMN 1H (%) 
Rendement 
de 
récupération 
Formule Brute 
m/z calculé 
(M + Na)+ 
m/z mesuré 
(M + Na)+ 
PNAM-SH 
(DD41) 
31 4486,5 4485,9 100 90 C4H9(C7H11NO2)31SH 
PNAM-S-NAS 
(DD53) 
31 4655,5 4655,3 95** 93 C4H9(C7H11NO2)31C7H8NO4S 
DPn correspond au degré de polymérisation moyen en nombre des chaînes polymères. Le rendement de 
récupération est égal au nombre de moles de chaînes polymère récupérées après purification divisé par le 
nombre de moles initial. 
* Les valeurs de spectrométrie de masse MALDI-Tof correspondent au DPn indiqué. 
** Précision limitée à cause de la superposition du pic correspondant aux protons du cycle succinimide. 
Les spectres MALDI-Tof des échantillons PNAM-DT et PNAM-SH ont été précédemment 
étudiés par l’équipe168, et n’ont donc pas été représentés ici. Le spectre MALDI-Tof après réaction 
thiol-ène (PNAM-S-NAS, Figure III-11) présente une seule distribution, avec une population très 
majoritaire correspondant au produit attendu. Un écart de 141 uma est clairement observable entre 
chaque massif de pics, soit une unité NAM (masse molaire de 141,17 g.mol-1) (Figure III-11, B). Le fait 
qu’aucune chaîne polymère possédant une extrémité thiol n’ait été détectée est une forte indication 
d’une conversion quantitative de l’extrémité thiol. Quatre populations très minoritaires (sortant à 
peine du bruit de fond et donc difficilement identifiables) sont également présentes. Elles peuvent 
correspondre à des sous-produits de réactions ou provenir du polymère initial mais également de 
phénomènes de fragmentation dans le spectromètre168. Une de ces populations pourrait 
correspondre à une espèce PNAM-H possédant un proton à la place de l’extrémité thiol (marquée 
par une étoile noire sur la Figure III-11, B) qui aurait été formée par fragmentation dans le 
spectromètre pendant l’analyse.  
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Figure III-11 : Spectrogrammes MALDI-Tof des chaînes de type PNAM-S-NAS (DD53) : A) mode réflectron positif ; 
B) agrandissement (la flèche rouge indique le pic (M + Na+) correspondant au composé PNAM-S-NAS attendu 
pour DP31, l’étoile noire indique le pic (M + Na+) correspondant au composé PNAM-H). 
Ces résultats de RMN et de spectrométrie de masse sont donc en accord avec une 
introduction quasi quantitative d’une fonction ester activé en extrémité ω des chaînes de PNAM.  
II.1.4. Influence de la masse molaire du PNAM 
Des échantillons de PNAM de masse molaire différente ont été utilisés pour cette étude afin 
d’évaluer l’influence de la masse molaire de la chaîne polymère sur l’efficacité de la réaction thiol-
ène et ultérieurement, sur le couplage sur protéine (Tableau III-7).  
Tableau III-7 : Caractérisation des différents PNAM-S-NAS. 
Echantillons DPn 
Spectrométrie de masse 
MALDI-Tof* 
Rendement de 
fonctionnalisation 
d’après RMN 1H 
(%) 
Rendement 
de 
récupération 
(%) 
Formule Brute 
m/z calculé 
(M + Na)+ 
m/z mesuré 
(M + Na)+ 
PNAM-S-NAS 
DD42 
22 3385,8 3386,0 100 92 C4H9(C7H11NO2)22C7H8NO4S 
PNAM-S-NAS 
DD53 
31 4655,5 4655,3 95 93 C4H9(C7H11NO2)31C7H8NO4S 
PNAM-S-NAS 
DD65 
93 / / 84** 90 C4H9(C7H11NO2)93C7H8NO4S 
* Les valeurs de spectrométrie de masse MALDI-Tof correspondent au DPn indiqué. 
**Imprécision importante : 84 ± 16 %   
Comme pour l’échantillon PNAM-S-NAS DD53 (cf. Chapitre III, II.1.2 et II.1.3), la 
fonctionnalisation est très efficace pour PNAM-S-NAS DD42. Pour le polymère PNAM-S-NAS DD65, de 
masse molaire plus élevée (13 500 g.mol-1), il a été montré qu’il était préférable d’augmenter la 
quantité de DMPP utilisée lors de la réaction thiol-ène à 0,2 éq. (contre 0,05 éq.) pour obtenir des 
résultats reproductibles. En effet, d’après la littérature, plus la quantité de DMPP utilisée est élevée, 
plus la réaction thiol-ène est rapide et efficace164. Toutefois, il est nécessaire de ne pas dépasser des 
1300 2640 3980 5320 6660 8000
M ass (m/z )
0
5589.0
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
%
 I
n
te
n
s
it
y
V oyager  S pec #1 MC=>NR(1.00)[BP = 4375.2, 5589]
4375.2
4657.3
4093.1
4940.43952.1
3811.0 5081.4
5222.5
3670.0
5363.5
5504.5
3528.9
5645.53387.9
5787.6
3246.8 5928.6
3104.7
6210.7
2964.7
4386.2 6493.64668.34104.1 4951.4 5233.53609.1 5516.54429.33822.0 6775.53327.9 4738.44147.1 5937.73044.82681.6 4965.2 5252.6 5630.03866.0 6361.6 7056.14404.2 6649.93582.9 4631.4 7334.52410.5 3340.0 4111.1 7620.53056.81311.8 2773.72127.31579.0 2365.61827.5
4300 4410 4520 4630 4740 4850
M ass (m/z )
0
5589.0
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
%
 I
n
te
n
s
it
y
V oyager  S pec #1 MC=>NR(1.00)[BP = 4375.2, 5589]
4375.2
4516.3
4657.3
4799.4
4659.3
4374.2 4518.3 4800.4
4377.2
4656.3
4797.4
4801.4
4660.34519.34378.2
4373.3 4802.34661.34514.3
4655.34379.2
4796.4
4803.3
4662.24521.24380.3
4529.3 4810.44669.3 4712.34429.3 4571.34316.3 4388.2 4597.4 4826.44738.44456.4 4531.2 4684.4 4795.44432.2 4714.84574.34400.34300.3 4369.84319.2 4610.7 4755.04631.44461.0 4501.84340.8
A)
B)
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
182 
 
quantités catalytiques. A partir de 0,64 équivalent, des pics de produit secondaire (issu de la réaction 
entre DMPP et NAS) ont en effet été détectés sur les spectres RMN des polymères purifiés. 
L’utilisation de 0,05 ou 0,2 équivalent favorise la réaction de couplage (réduction des ponts disulfures 
et catalyse) tout en limitant fortement la formation de produits secondaires. 
La caractérisation des extrémités de chaînes polymères se complexifie très rapidement avec 
l’augmentation de la masse molaire du polymère.  
- Par spectrométrie RMN 1H, il est généralement possible d’identifier les extrémités de chaîne et 
d’estimer leur taux de fonctionnalisation ainsi que la masse molaire du polymère. Toutefois, la 
faible proportion des protons des extrémités de chaîne par rapport aux protons du squelette 
polymère, rend leurs signaux difficilement quantifiables pour des masses molaires supérieures 
à 10 000 – 15 000 g.mol-1 et difficilement visibles au-delà de 20 000 – 25 000 g.mol-1.  
- La spectrométrie de masse MALDI-Tof permet également d’identifier les extrémités de chaînes 
ainsi que d’estimer la masse molaire et la dispersité des chaînes polymères. Cependant, elle est 
rarement utilisable pour des masses molaires dépassant 10 000 g.mol-1, principalement à cause 
de problèmes de désorption qui limitent la sensibilité.  
- La chromatographie d’exclusion stérique (CES/DDL) donne accès à la masse molaire et à la 
dispersité des chaînes polymères mais elle n’est pas adaptée pour caractériser des 
modifications des extrémités de chaîne, sauf si celles-ci entrainent des variations significatives 
de la masse molaire ou si elles introduisent une entité caractéristique comme un chromophore 
(nécessité d’un détecteur UV/visible). 
Bien que sa masse molaire soit relativement faible (≈ 15 000 g.mol-1), le PNAM-S-NAS DD65 
n’a pas pu être analysé par spectrométrie de masse MALDI-Tof. L’analyse RMN 1H montre clairement 
que la réaction de couplage a eu lieu (apparition de pics entre 2,78 et 2,92 ppm). Cependant, leur 
faible intensité n’a pas permis de les quantifier précisément. L’estimation du rendement de 
fonctionnalisation (84 ± 16 %) comporte une imprécision significative.  
Même si cette étude se confronte aux difficultés liées à l’analyse et à la quantification des 
extrémités de chaînes polymères, il semble donc que la fonctionnalisation par une fonction 
succinimide via une réaction thiol-ène soit effective pour des PNAM de différentes masses molaires 
(dans la gamme 3 000 – 15 000 g.mol-1). Cela ouvre de nombreuses possibilités de fonctionnalisation 
des chaînes polymères synthétisées par le procédé RAFT. 
D’une manière générale, il est attendu qu’avec l’augmentation de la masse molaire du 
polymère, la fonctionnalisation des extrémités de chaînes soit rendue plus difficile (plus faible 
accessibilité). Cependant, si les entités à coupler sur cette nouvelle fonction terminale restent de 
petite taille, leur capacité à diffuser rapidement devrait favoriser le rendement de couplage. De plus, 
comme les petites molécules sont en général facilement éliminables lors de l’étape de purification 
(précipitation dans l’éther diéthylique), il est possible d’en utiliser un large excès pendant le couplage 
pour accroitre l’efficacité de la réaction. En revanche, dans le cas où l’entité à coupler a une taille 
importante (protéines, anticorps…), le rendement de couplage peut diminuer significativement. 
Néanmoins, dans ce cas, le problème de fonctionnalisation partielle des chaînes polymères peut être 
surmonté par purification des produits de couplage, en éliminant les polymères non fonctionnalisés 
(par exemple, à l’aide de systèmes d’exclusion stérique).  
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II.2. Evaluation du couplage de chaînes PNAM-S-NAS sur une protéine modèle 
La capacité des chaînes PNAM-S-NAS à se lier à des protéines natives (de manière covalente) 
a été évaluée, en collaboration avec Zofia Haftek-Terreau, en utilisant le lysozyme comme protéine 
modèle et des gels d’électrophorèse SDS-PAGE pour mettre en évidence le couplage. Le lysozyme est 
une protéine commune et peu coûteuse, présente notamment dans le blanc d’œuf. Elle est 
monomérique, possède une faible masse molaire (14 388 g.mol-1) et sa séquence comporte 6 lysines. 
Après migration sur le gel SDS-PAGE, la protéine native ne présente donc qu’une seule « tâche » (ce 
qui n’est pas forcément le cas pour certaines protéines multimériques), qui à priori devrait être bien 
séparée de celle des conjugués lysozyme-polymère (possédant une masse molaire globale 
significativement plus importante).   
Après optimisation, le couplage des chaînes polymères sur la protéine a été réalisé dans le 
tampon PBS pH 7,4 pendant 4h à température ambiante. Dans notre cas, il a été montré que 
l’utilisation d’un pH plus basique (pH = 9) et d’une durée de couplage plus longue (24h) n’apportait 
pas d’amélioration significative (Annexe 8). Trois rapports molaires polymère/lysozyme (P/L) ont été 
testés pour chaque composé : 10/1, 30/1 et 50/1. Il a été déterminé que le dépôt de 2 µg de 
lysozyme par puits permettait d’obtenir le meilleur compromis entre sensibilité et résolution (Annexe 
8).  
Lors de cette étude, trois composés PNAM-S-NAS de masse molaire croissante ont été 
évalués (Tableau III-8) en utilisant les composés PNAM-SH correspondants comme contrôle (au 
rapport molaire P/L = 50/1), pour prouver que le couplage polymère-protéine résulte bien de la 
présence de la fonction ester activé terminale.  
Tableau III-8 : Composés PNAM testés pour évaluer le couplage de chaînes polymères portant une extrémité ω 
ester activé sur une protéine native modèle. 
Nature Echantillons DPn Mn (g.mol-1) 
PNAM-SH 
DD38 22 3 200 
DD41 31 4 500 
DD52 93 13 300 
PNAM-S-NAS 
DD42 22 3 400 
DD53 31 4 700 
DD58 et DD65 93 13 500 
Mn (calculée) est la masse molaire moyenne en nombre du composé, basée sur la masse molaire du PNAM 
correspondant déterminée par CES/DDL et ajustée en considérant une modification quantitative de l’extrémité 
de chaîne. 
Le gel d’électrophorèse (Figure III-12) présente les résultats obtenus avec les PNAM de DPn 
22 et 31. Pour les PNAM-S-NAS (puits B à G), la tache correspondant au lysozyme natif est moins 
intense que celle du puits A de référence (sans polymère) et diminue avec l’augmentation du rapport 
P/L. De plus, des taches larges apparaissent dans la partie supérieure du gel, correspondant à des 
composés de masse molaire plus élevée (moins élués), d’autant plus que le rapport P/L augmente. 
Ces deux observations constituent une preuve du couplage des polymères PNAM-S-NAS sur le 
lysozyme (conjugués lysozyme-PNAM). Les composés contrôles PNAM-SH (DD38 et DD41) ne 
présentent pas de produits de couplage avec la protéine (puits H et I). Ceci confirme que seules les 
chaînes polymères PNAM possédant un ester activé peuvent se coupler à la protéine. Ces contrôles 
indiquent également que les fonctions thiols des PNAM-SH ne réagissent pas avec les résidus 
cystéines du lysozyme ou que les ponts disulfures créés ne sont pas stables dans les conditions 
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d’électrophorèse utilisées. Les deux polymères PNAM-S-NAS DD42 et DD53 ont le même 
comportement pour des rapports P/L identiques. Le composé DD53 dont la masse molaire est plus 
élevée que DD42, conduit à des conjugués lysozyme-PNAM de masses molaires plus élevées (taches 
qui migrent moins dans le gel (haut du gel)). 
 
Figure III-12 : Comparaison de l’efficacité de couplage des polymères PNAM-S-NAS (DD42 et DD53) sur le 
lysozyme à pH 7,4 sur gel SDS-PAGE.  
Marqueurs protéiques standards (M) ; lysozyme natif (A) ; lysozyme + polymère DD42 : P/L = 10/1 (B), P/L = 
30/1 (C), P/L = 50/1 (D) ; lysozyme + polymère DD53 : P/L = 10/1 (E), P/L = 30/1 (F), P/L = 50/1 (G) ; lysozyme + 
polymère contrôle DD38 : P/L = 50/1 (H) ; lysozyme + polymère contrôle DD41 : P/L = 50/1 (I).  
Les conjugués lysozyme-PNAM apparaissent divisés en plusieurs sous-populations 
correspondant à des protéines porteuses d’un nombre différent de chaînes polymères. Les taches 
correspondant aux sous-populations sont plus larges et moins bien résolues que celle du lysozyme 
natif. Ce phénomène vient du fait que les chaînes polymères utilisées, bien que caractérisées par une 
faible dispersité, sont constituées d’une distribution Gaussienne de masses molaires contrairement à 
la protéine. Le lysozyme possède 7 fonctions amines primaires (6 résidus lysines + l’extrémité N-
terminale) soit autant de sites potentiels de couplage pour les chaînes polymères. Les gels obtenus 
semblent toutefois montrer que la grande majorité des conjugués lysozyme-PNAM ne portent pas 
plus de 5 chaînes polymères par protéine.  
La proportion de lysozyme libre diminue avec l’augmentation du rapport P/L. Pour les 
rapports 10/1 (puits B et E), une grande quantité de lysozyme résiduel (estimé approximativement à 
la moitié de la quantité initiale) n’ayant pas réagi avec les polymères, est présente. Toutefois, pour 
ces mêmes échantillons, des conjugués lysozyme-PNAM porteurs de plus d’une chaîne polymère par 
protéine sont observés. Ceci suggère un effet coopératif qui privilégie le couplage de chaînes 
polymères sur des conjugués lysozyme-PNAM déjà formés plutôt que sur les protéines libres 
résiduelles. Ainsi, il semble que le nombre de chaînes polymères par protéine ne puisse pas être 
contrôlé simplement par l’ajustement de la stœchiométrie polymère/protéine. Pour les rapports 
30/1, la tâche correspondant au lysozyme libre résiduel est très faible et elle n’est plus perceptible 
pour le rapport 50/1. Autrement dit, il faut de 30 à 50 fois plus de chaînes PNAM que de lysozyme 
pour que toutes les protéines soient fonctionnalisées par au moins une chaîne de PNAM.   
Lysozyme libre
Conjugués 
lysozyme-PNAM
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Figure III-13 : Comparaison de l’efficacité de couplage des polymères PNAM-S-NAS (DD42 et DD65 ainsi que 
DD58 et DD65) sur le lysozyme à pH 7,4 sur gel SDS-PAGE.  
A) Marqueurs protéiques standards (M), lysozyme natif (A), lysozyme + polymère DD65 : P/L = 10/1 (B), P/L = 
30/1 (C), P/L = 50/1 (D) ; lysozyme + polymère contrôle DD52 : P/L = 50/1 (E) ; lysozyme + polymère DD42 : P/L = 
10/1 (F), P/L = 30/1 (G), P/L = 50/1 (H) ; lysozyme + polymère contrôle DD38 : P/L = 50/1 (I).  
B) Marqueurs protéiques standards (M), lysozyme natif (A), lysozyme + polymère DD65 : P/L = 50/1 (B) ; 
lysozyme + polymère DD58 : P/L = 50/1 (C).  
En ce qui concerne la comparaison des PNAM de DPn 22 et 93 (Figure III-13, A), elle confirme 
tout d’abord les résultats obtenus pour le DPn 22 (puits F à I), ce qui permet de souligner la 
reproductibilité et donc la fiabilité des résultats obtenus et établit un point de comparaison entre les 
deux gels. Le composé PNAM-S-NAS de DPn 93 (DD65) a globalement le même comportement que 
les composés de DPn 22 et 31 (DD42 et DD53). Sa masse molaire plus élevée induit une meilleure 
séparation des différentes sous-populations de conjugués lysozyme-PNAM. Cependant, quel que soit 
le rapport P/L, il subsiste du lysozyme libre (même pour P/L = 50/1). Cette moins bonne efficacité de 
couplage de la part du polymère de DPn 93 (DD65) peut résulter soit d’un moindre taux de 
fonctionnalisation du polymère lors de la réaction thiol-ène (≈ 84%, cf. Chapitre III, II.1.4), soit d’un 
couplage plus difficile avec la protéine (problème d’accessibilité de l’extrémité de chaîne du 
polymère due à l’augmentation de sa masse molaire (cf. Chapitre III, II.1.4).   
Pour compléter ces résultats, des essais ont été réalisés avec d’autres polymères PNAM-S-
NAS de DPn 93 (DD58 et DD65 ont été préparés à partir du même PNAM dans des conditions 
identiques ; leurs analyses RMN 1H après purification donnent des spectres identiques). La 
comparaison de leur couplage sur le lysozyme (Figure III-13, B) donne toutefois des résultats 
différents, avec une disparition totale de la protéine libre pour DD58 (puits C). Pour DD65, il reste du 
lysozyme libre (Figure III-13, B, puits B) mais moins que dans le gel précédent (Figure III-13, A, puits 
D). Ceci souligne la variabilité de l’efficacité de couplage sur la protéine lorsque les chaînes 
polymères sont de Mn plus élevée (13 500 g.mol-1 pour DD58 et DD65), alors qu’une excellente 
reproductibilité était observée pour les petites chaînes (3 400 g.mol-1 (DD42) et 4 700 g.mol-1 
(DD53)). 
Les évaluations de couplage des PNAM-S-NAS sur le lysozyme présentent des résultats en 
très bon accord avec ceux obtenus lors d’études similaires avec des polymères P(PEGMA-co-AN-co-
RMA) et P(mPEGMA)156, 169. Pour ces derniers, la fonction ester activé a été introduite en extrémité α 
via l’utilisation d’amorceurs fonctionnels pendant la polymérisation (ATRP), méthode connue pour 
aboutir à des rendements de α-fonctionnalisation quantitatif (ou presque). Ce bon accord des 
A) B)
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résultats de bio-conjugaison souligne encore davantage l’efficacité de la réaction thiol-ène pour 
l’introduction de la fonction ester activé sur l’extrémité ω des PNAM.    
En conclusion, la réaction thiol-ène sur les échantillons PNAM et le couplage des PNAM-S-
NAS qui en résultent avec le lysozyme s’avèrent très efficaces surtout pour les chaînes polymères de 
masse molaire inférieure à 10 000 g.mol-1. Lorsque Mn augmente le couplage avec le lysozyme 
devient moins reproductible. Les analyses par migration sur gel d’électrophorèse SDS-PAGE ont 
également mis en évidence que plusieurs chaînes de polymères (de 1 à 5) se couplaient par lysozyme 
et qu’il était difficile de contrôler le nombre moyen de chaînes polymères par protéine (ce dernier ne 
pouvant pas être simplement ajusté par une modification du rapport polymère/lysozyme).  
II.3. Application de la réaction thiol-ène sur un P(NAM-stat-NAS) cappé par l’AEM 
 Avant d’étudier le couplage de la sonde polymère fluorescente, un autre essai a été effectué 
avec un copolymère P(NAM-stat-NAS) cappé par l’AEM (ne portant pas de fluorophore) (Figure III-
14), nommé P(NAM-stat-cAEM) par la suite. L’objectif a consisté à évaluer l’influence éventuelle du 
capping par l’AEM : 1) sur l’efficacité de la réaction thiol-ène et 2) sur le couplage polymère-protéine. 
De plus, cela a permis d’obtenir un composé de référence pour déterminer par la suite l’influence 
des fluorophores sur la réaction thiol-ène et sur la conjugaison avec des protéines modèles.  
Ainsi, le copolymère P(NAM-stat-NAS)-DT (CC060-R2, Mn = 5 300 g.mol-1, Đ = 1,02) a subit, 
dans un premier temps, un capping des fonctions esters activés latérales par l’AEM en présence de 
DIPEA dans le chloroforme (Annexe 9). Cette étape induit en parallèle l’aminolyse de la fonction 
dithioester. Puis, dans un second temps, la fonction thiol en ω subit une réaction thiol-ène en 
présence de NAS (mêmes conditions expérimentales que Chapitre III, II.1.1). La purification est 
réalisée par précipitation dans l’éther diéthylique.  
 
Figure III-14 : Spectre RMN 1H (300 MHz, CDCl3) du P(NAM-stat-cAEM)-S-NAS après purification. 
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Le spectre RMN 1H du polymère cappé P(NAM-stat-cAEM)-S-NAS (DD67) (Figure III-14) est 
identique à celui du P(NAM-stat-cAEM)-SH (Annexe 9) hormis l’apparition d’un pic à 2,83 ppm 
attribué aux protons du cycle succinimide (11 sur la Figure III-14), ce qui semble indiquer que le 
couplage a effectivement eu lieu. Ce pic est superposé avec un des pics larges du copolymère cappé 
par l’AEM (à 2,2-3 ppm). Il est par conséquent très difficile d’estimer le rendement de 
fonctionnalisation de l’extrémité ω par l’ester activé (environ 93% par RMN 1H). Ainsi, la 
caractérisation est plus compliquée pour le copolymère ω-fonctionnel P(NAM-stat-cAEM)-S-NAS que 
pour l’homopolymère ω-fonctionnel PNAM-S-NAS, même pour de faibles masses molaires. 
II.4. Evaluation du couplage de chaînes P(NAM-stat-cAEM)-S-NAS sur une protéine 
modèle 
La capacité du polymère P(NAM-stat-cAEM)-S-NAS (DD67, Tableau III-9) à se lier de manière 
covalente avec le lysozyme a été évaluée comme précédemment. Il a ainsi été comparé à un PNAM-
S-NAS équivalent (DD53) et aux composés contrôles thiol correspondants sur gel d’électrophorèse 
SDS-PAGE.  
Tableau III-9 : Composés testés pour évaluer le couplage du copolymère P(NAM-stat-cAEM)-S-NAS (DD67) sur le 
lysozyme. 
Nature Echantillon Mn calculée* (g.mol-1) 
P(NAM-stat-cAEM)-SH DD60 5 400 
P(NAM-stat-cAEM)-S-NAS DD67 5 600 
*Mn calculée pour une fonctionnalisation quantitative. 
 
Figure III-15 : Comparaison de l’efficacité de couplage des polymères PNAM-S-NAS (DD53), P(NAM-stat-cAEM)-
S-NAS (DD67) et des composés contrôles thiol correspondants (respectivement DD41 et DD60) sur le lysozyme à 
pH 7,4 sur gel SDS-PAGE. 
A) Marqueurs protéiques standards (M) ; lysozyme natif (A) ; lysozyme + polymère DD53: P/L = 10/1 (B), P/L = 
30/1 (C), P/L = 50/1 (D) ; lysozyme + polymère DD67 : P/L = 10/1 (E), P/L = 30/1 (F), P/L = 50/1 (G) ; lysozyme + 
polymère DD41 : P/L = 50/1 (H) ; lysozyme + polymère DD60 : P/L = 50/1 (I).  
B) Marqueurs protéiques standards (M) ; lysozyme natif (A) ;  lysozyme + polymère DD67 : P/L = 10/1 (B), P/L = 
30/1 (C), P/L = 50/1 (D) ; polymère DD67 seul : quantité équivalente au rapport P/L = 30/1 (E) ; lysozyme + 
polymère DD41: P/L = 50/1 (F), lysozyme + polymère DD60 : P/L = 50/1 (G) ; polymère DD60 seul : quantité 
équivalente au rapport P/L = 30/1 (H).  
A) B)
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Contrairement aux homopolymères PNAM, les copolymères cappés par l’AEM sont marqués 
par le bleu de coomassie (utilisé pour révéler les protéines sur les gels). Ceci résulte d’une interaction 
de ce colorant avec l’amine tertiaire des unités AEM du copolymère23. Cela se traduit par une trainée 
(voir par exemple le puits I dans la figure III-15, A). Cependant, il est tout de même possible de 
distinguer les tâches superposées, plus foncées, correspondant au lysozyme libre résiduel. Celles 
correspondant aux conjugués lysozyme-polymères sont plus difficiles à distinguer mais restent 
perceptibles sur la partie haute des gels. La trainée du puits E de la figure III-15 B est uniquement due 
au copolymère libre et peut servir de référence pour distinguer les taches des conjugués lysozyme-
polymères (puits B, C et D). 
Les résultats obtenus avec l’homopolymère PNAM-S-NAS (DD53) utilisé comme référence 
sont reproductibles par rapport à l’étude précédentes et le composé P(NAM-stat-cAEM)-S-NAS 
(DD67) présente un comportement similaire (Figure III-15, A). La quantité de lysozyme libre résiduel 
diminue lorsque le rapport P/L augmente, jusqu’à ne plus être détectée pour le rapport P/L = 50/1 
(puits G, Figure III-15, A). Ainsi, le nombre moyen de chaînes polymères par protéine augmente avec 
le rapport P/L pour le composé DD67. Les composés contrôles porteurs d’une extrémité ω thiol 
(DD41 et DD60) (puits H et I, Figure III-15, A) confirment que les polymères ne sont pas capables de 
se lier à la protéine avant la réaction thiol-ène.  
Par conséquent, l’ensemble de ces résultats confirme l’efficacité de la réaction thiol-ène sur 
le copolymère cappé avec l’AEM et la capacité du polymère ω-fonctionnel résultant, P(NAM-stat-
cAEM)-S-NAS, à se lier de manière covalente avec la protéine lysozyme de la même manière que les 
homopolymères PNAM. 
II.5. Application de la réaction thiol-ène sur deux polymères fluorescents  
Cette étude a été en partie conduite dans le cadre du stage de fin d’étude de Matthieu 
Carretier (CPE-Lyon). 
La même stratégie que précédemment (Chapitre III, II.1 et II.3) est cette fois-ci réalisée avec 
des copolymères à base de P(NAM-stat-NAS), porteurs de fluorophores et cappés. Les premiers 
essais ont été réalisés avec deux fluorophores modèles, le Lucifer Yellow cadavérine (LY) et le Dansyl 
cadavérine (Figure III-16).  
 
Figure III-16 : Structure des deux fluorophores utilisés pour l’étude de la fonctionnalisation en ω (par le procédé 
thiol-ène) de polymères fluorescents. 
Lucifer Yellow cadavérine Dansyl cadavérine
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Le fluorophore LY est hydrophile et possède deux charges négatives. Son couplage le long 
d’une chaîne polymère a déjà été étudié et a montré de nombreux avantages23. Le fluorophore 
Dansyl cadavérine a lui été choisi car il est hydrophobe et présente un maximum d’absorption à 350 
nm ce qui le rend facilement excitable avec les lampes UV communes émettant à 365 nm. 
Dans les deux cas, la stratégie de synthèse des polymères fluorescents est similaire à celle 
mise au point dans des travaux antérieurs du laboratoire23, 26, 27 (Figure III-8). Le couplage du 
fluorophore sur les fonctions esters activés est réalisé en présence de DIPEA et suivi par un capping 
des esters activés résiduels à l’aide de l’AEM, ce qui induit l’aminolyse de l’extrémité ω. Pour 
fonctionnaliser  cette extrémité ω (SH) par un ester activé, une réaction thiol-ène est réalisée comme 
pour les essais précédant (NAS en présence de DMPP). La différence majeure concerne les solvants 
utilisés. Pour assurer une bonne solubilité du fluorophore LY, son couplage sur le copolymère est 
effectué dans un mélange eau/DMF (10/90 : v/v). Puis, le conjugué polymère/LY n’étant pas soluble 
dans le chloroforme, la réaction thiol-ène est réalisée dans le DMF. Pour le fluorophore Dansyl 
cadavérine, l’ensemble de la synthèse est réalisée dans le chloroforme.  
Le rendement de la réaction de couplage du fluorophore (Rdtf) et le nombre moyen de 
fluorophores par chaîne polymère (Nf) sont déterminés (avant la réaction thiol-ène) par 
chromatographie d’exclusion stérique couplée à un détecteur UV-visible suivant la méthode27 décrite 
Chapitre II, paragraphe I.2.3. Les fluorophores sont détectés à leur longueur d’onde d’absorption 
maximale (soit 430 nm pour LY et 350 nm pour Dansyl). Le rendement de couplage a été estimé à 72 
% pour LY (soit 2,9 LY par chaîne polymère en moyenne) et à 96 % pour Dansyl (soit 2,4 Dansyl par 
chaîne polymère en moyenne) (Tableau III-10).  
Tableau III-10 : Caractéristiques des polymères fluorescents ω-fonctionnels, polymère/LY-S-NAS et 
polymère/Dansyl-S-NAS. 
Sonde Echantillon Rdtf (%) Nf 
Mn calculée  
(g.mol-1) 
Nombre moyen de charges négatives 
par chaîne 
Polymère/LY-SH DD72 72 2,9 6 550 5,8 
Polymère/LY-S-NAS DD75 72 2,9 6 700 5,8 
Polymère/LY-SH MC21 80 3,2 6 700 6,4 
Polymère/LY-S-NAS MC22 80 3,2 6 900 6,4 
Polymère/Dansyl-SH MC05 96 2,4 5 900 0 
Polymère/Dansyl-S-NAS MC06 96 2,4 6 000 0 
Rdtf est le rendement de couplage du fluorophore. Mn est la masse molaire calculée à partir de la masse 
molaire moyenne en nombre (CES/DDL) du P(NAM-stat-NAS) initial (CC060-R2, Mn = 5 300 g.mol-1) et de Nf 
(nombre moyen de fluorophores par chaîne).  
Après la réaction thiol-ène, l’analyse RMN 1H de la sonde polymère/LY-S-NAS ne peut pas 
être réalisée dans le chloroforme car le composé n’y est pas soluble. Le DMF-d7, dont deux pics 
caractéristiques sortent à 2,746 ppm et 2,918 ppm, ne permet pas de distinguer la présence du pic 
des protons du cycle succinimide vers 2,8 ppm, d’autant que ce dernier est superposé à l’un des pics 
des unités AEM (cf. Figure III-14 et Annexe 10). Par ailleurs, la crainte de l’hydrolyse de l’ester activé 
terminal ne permet pas d’envisager une analyse RMN 1H dans D2O. Il n’est donc pas possible de 
statuer par RMN 1H sur l’efficacité de la réaction thiol-ène dans ce cas. 
En revanche, l’analyse RMN 1H de la sonde polymère/Dansyl-S-NAS est possible dans CDCl3 
(Figure III-17, B). L’ensemble des pics correspondants au copolymère cappé par l’AEM sont présents 
sur le spectre. Les protons de l’extrémité NAS en ω (21 et 22) sortent entre 2,2 et 2,7 ppm et sont 
confondus avec les signaux des protons CH du squelette du copolymère. Les protons du cycle 
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succinimide (23) sont détectés à 2,8 ppm mais se superposent au pic fin des deux CH3 du Dansyl 
(protons 13) eux-mêmes superposés au pic large du polymère cappé AEM (comparaison des spectres 
de la Figure III-17). La fonctionnalisation de l’extrémité de chaîne semble donc effective mais, de 
nouveau, les superpositions sur le spectre RMN 1H rendent très difficile l’estimation précise de 
l’efficacité de la réaction thiol-ène. En prenant comme référence les 9 protons du groupe tBu (1) en α 
de la chaine polymère et sachant qu’il y a 2,4 fluorophores Dansyl par chaîne en moyenne, l’intégrale 
du pic à 2,8 ppm indique un rendement de fonctionnalisation de 100 % pour la réaction thiol-ène. 
 
Figure III-17 : Spectres RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) du polymère/Dansyl-SH (A) et du polymère/Dansyl-S-NAS (B) 
après purification. 
9 45 3678 012ppm
A)
CHCl3
14
11 et 15
12
10
16
4, 17
et 20
5,9
13
2, 2’, 2’’,
6, 7 et 8
1
3, 3’, 3’’, 
18 et 19
1
1
2
1
3
4
4
2’
4
4
2’’
3’ 3’’
11
10
9
8 7
6 5
14
1313
12
1817
16
15
2020
1919
9 45 3678 012ppm
CHCl3
14
11 et 15
12
10
16
4, 17
et 20
5,9
13 et 23
2, 2’, 2’’,
6, 7 et 8
1
3, 3’, 3’’, 18,
19, 21 et 22
1
1
2
1
3
4
4
2’
4
4
2’’
3’ 3’’
11
10
9
8 7
6 5
14
1313
12
1817
16
15
2020
1919
23
23
22
21
B)
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
191
 Comme pour les copolymères cappés AEM, les tests de couplage avec la protéine lysozyme 
peuvent constituer une preuve indirecte de la présence de l’ester activé en extrémité ω du polymère, 
notamment concernant le polymère/LY-S-NAS.  
II.6. Evaluation du couplage de polymères fluorescents porteurs d’une extrémité ω 
ester activé sur des protéines modèles  
La capacité des sondes polymères fluorescentes ω-fonctionnelles (polymère/LY-S-NAS et 
polymère/Dansyl-S-NAS) à se coupler à la protéine lysozyme a été évaluée dans les mêmes 
conditions que précédemment (Chapitre III, II.2 et II.4). Puis, des essais de couplage ont été réalisés 
sur une autre protéine, la streptavidine. 
II.6.1.Couplage des polymères fluorescents ω-fonctionnels sur le lysozyme 
Dans le cas de la sonde fluorescente polymère/LY, la formation d’un gel jaune est observée 
après incubation avec le lysozyme alors qu’un tel gel ne s’était jamais formé dans le cas des 
polymères sans fluorophore. De plus, pour les puits B à G, l’analyse sur gel SDS-PAGE (Figure III-18) 
indique une quantité globale de lysozyme très inférieure à la quantité attendue (représentée par le 
puits A). Bien que la quantité de lysozyme libre résiduel soit de plus en plus faible pour des quantités 
croissantes de polymère/LY-S-NAS (puits B, C et D), elle diminue aussi avec des quantités croissantes 
de polymère/LY-SH (puits E, F et G). Dans le même temps, aucune tâche de conjugué protéine-
polymère n’est observée (superposée à la tâche large et de faible intensité correspondant au 
polymère seul (puits H et I).  
Figure III-18 : Evaluation de l’efficacité de couplage de la sonde polymère/LY-S-NAS (DD75) sur le lysozyme à pH 
7,4 sur gel SDS-PAGE.  
Marqueurs protéiques standards (M) ; lysozyme natif (A) ; lysozyme + polymère DD75 : P/L = 10/1 (B), P/L = 
30/1 (C), P/L = 50/1 (D) ; lysozyme + polymère contrôle DD72 : P/L = 10/1 (E), P/L = 30/1 (F), P/L = 50/1 (G) ; 
polymère DD75 seul : quantité équivalente au rapport P/L = 30/1 (H) ; polymère contrôle DD72 seul : quantité 
équivalente au rapport P/L = 30/1 (I).  
D’après ces observations, nous avons émis l’hypothèse qu’une complexation électrostatique 
pourrait se produire entre la sonde polymère/LY (chargés négativement) et la protéine lysozyme 
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dont la charge globale est positive à pH 7,4 (point isoélectrique PI = 11,35). Le complexe formé ne 
migrerait pas sur le gel SDS-PAGE (resterait dans le puits de dépôt). Par conséquent, d’après ces 
essais, il est impossible de conclure sur l’efficacité du couplage covalent de la sonde polymère/LY-S-
NAS sur le lysozyme.        
Pour confirmer l’hypothèse d’une complexation électrostatique entre la sonde fluorescente 
polymère/LY et le lysozyme, la même expérience a été réalisée avec la sonde polymère/Dansyl (non 
chargée). Puis, un essai de couplage a été effectué avec une autre protéine modèle dont le point 
isoélectrique est plus faible, la streptavidine (PI = 5).  
Figure III-19 : Evaluation de l’efficacité de couplage de la sonde polymère/Dansyl-S-NAS (MC06) sur le lysozyme 
à pH 7,4 sur gel SDS-PAGE.  
Marqueurs protéiques standards (M) ; lysozyme natif (A) ; lysozyme + polymère MC06 : P/L = 10/1 (B), P/L = 
30/1 (C), P/L = 50/1 (D) ; lysozyme + polymère contrôle MC05 : P/L = 10/1 (E), P/L = 30/1 (F), P/L = 50/1 (G) ; 
polymère MC06 seul : quantité équivalente au rapport P/L = 30/1 (H) ; polymère contrôle MC05 seul : quantité 
équivalente au rapport P/L = 30/1 (I).  
Lorsque le lysozyme est incubé avec les sondes polymère/Dansyl-S-NAS, aucune formation de 
gel n’a été observée. D’après le gel SDS-PAGE (Figure III-19), les sondes polymère/Dansyl sont 
fortement marquées  par le bleu de coomassie (probable interaction avec l’amine tertiaire du Dansyl 
en plus de l’interaction avec l’amine tertiaire des unités AEM) et une trainée est observée sur une 
grande partie des bandes d’élution (puits H et I), à l’image de ce qui avait été obtenu avec les 
copolymères cappés AEM. Dans le cas de la sonde polymère/Dansyl-S-NAS (MC06), la quantité de 
lysozyme résiduel diminue avec l’augmentation du rapport P/L jusqu’à ne plus être perceptible pour 
P/L = 50/1. De plus, la formation de conjugués lysozyme-polymères est observée (taches 
apparaissant au-dessus de la trainée de la sonde polymère/Dansyl-S-NAS libres (puits B, C et D), 
d’intensité croissante avec le rapport P/L). En revanche, pour le contrôle polymère/Dansyl-SH 
(MC05), la quantité de lysozyme résiduel reste similaire au puits A référence quel que soit le rapport 
P/L (puits E, F et G), ce qui indique qu’il n’induit pas d’interaction avec le lysozyme.  
L’ensemble de ces résultats confirme l’efficacité du couplage de la sonde polymère/Dansyl-S-
NAS sur le lysozyme. Cela démontre donc indirectement l’efficacité (au moins partielle) de la 
fonctionnalisation ω du polymère/Dansyl-SH par la réaction thiol-ène. De plus, la substitution du 
fluorophore LY (chargé négativement) par le Dansyl a permis la disparition des phénomènes 
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particuliers (formation de gels) observés avec les sondes polymère/LY. Ainsi, l’hypothèse que ces 
dernières induisent une complexation électrostatique avec le lysozyme est confortée. Il semble donc 
que la nature du chromophore et la structure de la chaîne polymère doivent être choisies avec 
précaution, en fonction des caractéristiques de la protéine à marquer (PI, hydrophobicité…).  
II.6.2.Couplage des polymères fluorescents ω-fonctionnels sur la streptavidine 
Suite à ces premières preuves de concept, des expériences complémentaires ont été 
réalisées pour évaluer la capacité des sondes polymères fluorescentes à marquer une autre protéine 
modèle,  la streptavidine (SA). Il s’agit d’une protéine multimérique de 52 800 g.mol-1 très connue 
pour sa capacité à se lier par reconnaissance spécifique avec la biotine (jusqu’à 4 ligands biotine). 
Cette protéine a également été choisie pour son point isoélectrique (proche de 5) qui la rend 
globalement négative dans les conditions de couplage utilisées (pH 7,4). Ainsi, l’étude du couplage 
entre la streptavidine et la sonde polymère-LY devrait permettre d’éprouver l’hypothèse d’une 
complexation électrostatique entre cette sonde et le lysozyme.   
Pour cette étude, le niveau de réticulation des gels SDS-PAGE a été diminué pour ajuster la 
gamme d’exclusion de taille vis-à-vis de la masse molaire de la streptavidine (supérieure à celle du 
lysozyme). De plus, la quantité de streptavidine déposée dans chaque puits a été augmentée, de 2 µg 
pour le lysozyme à 4 µg pour la streptavidine, afin de mieux visualiser cette dernière. Après migration 
sur gel SDS-PAGE, la streptavidine seule donne une tâche principale correspondant à sa forme 
tétramérique (65 kDa, selon les marqueurs)  et une tâche secondaire correspondant à sa forme 
dimérique (38 kDa, selon les marqueurs) (Figure III-20, puits A).  
Figure III-20 : Comparaison de l’efficacité de couplage des sondes polymère/Dansyl-S-NAS (MC06) et 
polymère/LY-S-NAS (MC22) sur la streptavidine à pH 7,4 sur gel SDS-PAGE (chaque puits contient 4 µg de 
streptavidine). Révélation au bleu de coomassie (gel de gauche) et par fluorescence après excitation à 365 nm 
(gel de droite).   
Marqueurs protéiques standards (M) ; streptavidine (SA) (A) ; SA + polymère MC06 : P/SA = 10/1 (B), P/SA = 
30/1 (C), P/SA = 50/1 (D) ; SA + polymère MC22 : P/SA = 10/1 (E), P/SA = 30/1 (F), P/SA = 50/1 (G) ; polymère 
MC06 seul : quantité équivalente au rapport P/SA = 30/1 (H) ; polymère MC22 seul : quantité équivalente au 
rapport P/SA = 30/1 (I). 
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Les sondes polymère/LY et polymère/Dansyl libres donnent des taches vers le front d’élution, 
tout en bas des gels ayant un taux de réticulation réduit (Figure III-20, puits I et H). En effet, dans ces 
conditions, les sondes libres dont la taille est très inférieure à celle de la streptavidine migrent 
beaucoup plus vite que la protéine. Les sondes polymère/LY (chargées négativement) sont marquées 
moins intensément par le bleu de coomassie que les sondes polymère/Dansyl (non chargées). Selon 
les deux types de révélation, les sondes polymère/Dansyl donnent une tache en-dessous du front 
d’élution (marquage par le bleu de bromophénol) alors que les sondes polymère/LY donnent une 
tâche au-dessus du front d’élution. La nature du chromophore peut donc avoir une influence sur 
l’élution de la sonde pendant l’électrophorèse et sur son marquage par les colorants habituellement 
utilisés pour la révélation des gels. En effet, la conformation des sondes et leurs interactions avec les 
autres composés sont dépendantes des charges électrostatiques, de la balance 
hydrophile/hydrophobe, de la masse molaire et de la densité en chromophore.     
Dans le cas des deux fluorophores, les polymères porteurs d’une fonction terminale thiol ne 
présentent pas d’interaction avec la streptavidine (Annexe 11). En revanche, les polymères 
fluorescents porteurs d’une fonction terminale ester activé forment des conjugués streptavidine-
polymères (tâches majoritairement en dessous de la tâche principale de la streptavidine libre) ; ceci 
est confirmé par la révélation par fluorescence (Figure III-20, gel de droite). En effet, la streptavidine 
n’étant pas fluorescente sous irradiation UV à 365 nm, les tâches observées au milieu de chaque 
bande d’élution correspondent aux conjugués protéine-polymères fluorescents. Pour les deux types 
de polymères ester activé, l’intensité de ces taches augmente avec le rapport P/SA.  
Le couplage semble plus efficace pour la sonde polymère/Dansyl-S-NAS ; en effet, il n’y a plus 
de streptavidine libre pour les rapports P/SA 30/1 et 50/1 alors que pour la sonde polymère/LY-S-
NAS, la disparition de SA libre n’est jamais totale. La streptavidine étant globalement négative à pH 
7,4, il est possible que des répulsions électrostatiques aient lieu vis-à-vis des charges négatives des 
sondes polymère/LY, ce qui diminuerait le rendement de couplage. Cependant, cela pourrait aussi 
être dû à un rendement de la réaction thiol-ène plus faible pour les sondes polymère/LY que pour les 
sondes polymère/Dansyl (influence de la nature du fluorophore ou du solvant utilisé pour la réaction 
thiol-ène). En effet, dans le cas des sondes polymère/LY, la réaction est réalisée dans le DMF (où LY a 
une solubilité partielle) au lieu du chloroforme pour les sondes polymère/Dansyl. Il est donc possible 
qu’une conformation plus repliée des chaînes dans le DMF défavorise l’accessibilité de l’extrémité ω.  
Le fait que les tâches correspondant aux conjugués streptavidine-polymères soient au même 
niveau ou plus basses dans le gel que la tâche principale de la streptavidine libre est surprenant étant 
donné qu’ils ont une masse molaire plus élevée (ils devraient donc migrer moins loin dans le gel). Ces 
résultats sont toutefois reproductibles et la révélation du gel par fluorescence confirme les 
observations obtenues par révélation au bleu de coomassie. Deux hypothèses ont été envisagées : 
- Hypothèse « électrostatique » : Le couplage des polymères fluorescents sur SA conduit à des 
conjugués protéine-polymères dont la charge globale est plus négative que celle de la protéine 
native, ce qui favorise une meilleure migration dans le gel. 
- Hypothèse « stérique » : Le couplage des polymères fluorescents sur SA conduit à une 
modification de la conformation tridimensionnelle de la protéine qui pourrait alors diffuser plus 
facilement à l’intérieur du gel. 
Plusieurs éléments sont en défaveur de l’hypothèse « électrostatique ». Un tel 
comportement n’a pas été observé avec le lysozyme (même si son PI est élevé et sa masse molaire 
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plus faible). De plus, avec la streptavidine, les sondes polymère/LY (négatives) et les sondes 
polymère/Dansyl (neutres) ont des charges globales différentes mais donnent dans les deux cas des 
tâches de conjugués plus éluées que la streptavidine libre. Enfin, le tensio-actif anionique SDS 
(Dodécylsulfate de sodium) utilisé lors de la migration devrait masquer en grande partie ces 
modifications de charges électrostatiques. 
L’hypothèse « stérique » basée sur un changement de conformation de la protéine pourrait 
être imputé au SDS et aux fluorophores. En effet, les sondes polymère/LY et polymère/Dansyl ont 
des comportements différents lors de la migration sur gel (la sonde polymère/LY est au dessus du 
front d’élution alors que la sonde polymère/Dansyl est au dessous (Figure III-20, puits H et I)). Une 
modification de la structure tétramérique de la streptavidine due au couplage des sondes polymères 
a également été envisagée. Toutefois, il est difficile d’expliquer comment le couplage pourrait 
entrainer une dissociation de la protéine. Par ailleurs, les conjugués streptavidine-polymères 
semblent avoir des masses molaires trop élevées pour correspondre à des monomères ou à des 
dimères marqués. L’hypothèse « stérique » pourrait être évaluée en vérifiant si la streptavidine 
marquée par les polymères fluorescents garde son activité, c'est-à-dire est toujours capable de se lier 
à la biotine.   
Note : Les tâches fluorescentes correspondant aux conjugués streptavidine-polymères sont plus 
étendues et paraissent plus intenses pour les sondes polymère/Dansyl que pour les sondes 
polymère/LY. Ceci peut résulter d’une efficacité de couplage sur la protéine plus importante pour les 
sondes polymère/Dansyl, comme envisagé précédemment. Cependant, cela pourrait aussi être 
expliqué par l’absorption beaucoup plus importante à 365 nm du Dansyl (maximum d’absorption à 
350 nm) que du LY (maximum d’absorption à 430 nm), d’où une intensité de fluorescence plus 
importante. 
II.6.3. Evaluation de l’activité de reconnaissance de la streptavidine marquée 
Un test visant à évaluer si la streptavidine (SA) conserve son activité de reconnaissance de 
ligands biotinylés après marquage par les sondes polymères fluorescentes a été effectué (Figure III-
21). Pour cela, un polymère PNAM porteur d’une biotine en extrémité α24, 25 a été ajouté (4 
équivalents par rapport à la streptavidine) après l’étape de marquage. Comme ce polymère biotine-
PNAM choisi a une masse molaire élevée (40 800 g.mol-1), la masse molaire des complexes 
(streptavidine marquée/biotine-PNAM) formés devrait être significativement plus élevée que celle de 
SA marquée. Les tâches correspondantes sur le gel SDS-PAGE (Figure III-22) devraient donc se situer 
en haut du gel, bien séparées de la tâche de SA marquée.    
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Figure III-21 : Stratégie visant à évaluer la capacité de la streptavidine à se lier par reconnaissance spécifique à 
des composés biotinylés (biotine-PNAM), après son marquage par des sondes polymères fluorescentes ω-
fonctionnelles (polymère/LY-S-NAS ou polymère/Dansyl-S-NAS). 
Il a été vérifié, en contrôle, que le produit de couplage de la streptavidine native avec le 
polymère biotine-PNAM donne une tâche en haut du gel (significativement au-dessus de la tâche de 
SA) (Figure III-22, puits H et I), ce qui traduit une interaction streptavidine/biotine-PNAM efficace. 
Tous les essais avec la streptavidine marquée par les polymères fluorescents (LY ou Dansyl, puits A à 
F) présentent également une tâche en haut du gel, indiquant que la streptavidine marquée conserve 
sa capacité de reconnaissance spécifique de composés biotinylés. Ceci est confirmé par la révélation 
par fluorescence (gel de droite) indiquant clairement que les complexes (streptavidine 
marquée/biotine-PNAM en haut du gel) sont fluorescents.   
Note 1 : Bien que le gel de la figure III-20 avait montré que la streptavidine marquée donnait des 
tâches au milieu du gel (quel que soit le rapport P/SA), le gel de la figure III-22 ne présente aucune 
tâche au milieu du gel après incubation avec le PNAM biotinylé. Ceci semble indiquer que toutes les 
streptavidines marquées (quel que soit le nombre de sondes polymères fluorescentes couplées) sont 
capables de se lier au ligand biotine-PNAM.  
Note 2 : Le fait que les tâches correspondant aux conjugués streptavidine-polymères soient en 
dessous de la tâche de la streptavidine native sur les gels électrophorèses précédant (Figure III-20) 
n’a pas encore pu être expliqué.  
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Figure III-22 : Evaluation de l’efficacité de couplage d’un polymère biotine-PNAM sur les conjugués 
streptavidine-polymères fluorescents, à pH 7,4, sur gel SDS-PAGE. Chaque puits contient 4 µg de SA. Révélation 
au bleu de coomassie (gel de gauche) et par fluorescence après excitation à 365 nm (gel de droite).   
Marqueurs protéiques standards (M) ; Conjugués SA-polymère/Dansyl + biotine-PNAM : P/SA = 10/1 (A), P/SA = 
30/1 (B), P/SA = 50/1 (C) ; Conjugués SA-polymère/LY + biotine-PNAM : P/SA = 10/1 (D), P/SA = 30/1 (E), P/SA = 
50/1 (F) ; biotine-PNAM seul (G) ; SA + biotine-PNAM (H) ; SA seule (I). Le rapport P/SA correspond au rapport 
entre les polymères fluorescents ester activé et la streptavidine. La quantité de biotine-PNAM introduite est de 4 
équivalents par rapport à SA.  
Remarque/Perspective : Pour compléter cette étude, il serait intéressant de réaliser un gel similaire 
avec un degré de réticulation plus faible, de manière à se focaliser sur la masse molaire du complexe 
SA marquée/biotine-PNAM afin de mettre en évidence la présence éventuelle de plusieurs types de 
complexes (correspondant à des nombres différents de biotine-PNAM liés, de 1 à 4). 
En conclusion, comme la streptavidine est encore capable de se lier à des composés 
biotinylés, il semblerait que sa conformation ne soit pas (ou très peu) modifiée après marquage par 
les sondes polymères fluorescentes.  
II.7. Conclusions  
La synthèse des sondes polymères fluorescentes de type polymère/LY-S-NAS et 
polymère/Dansyl-S-NAS a été réalisée de manière efficace en introduisant une fonction ester activé 
ω-terminale par chimie thiol-ène. Elle est relativement simple et modulable tout en restant 
contrôlée. Il est en effet possible de faire varier la taille du polymère ainsi que la nature et la densité 
en fluorophores. Ces sondes ω-fonctionnelles ont permis de marquer efficacement des protéines 
modèles (lysozyme et streptavidine) au niveau de leurs résidus lysines. Cette méthode permet un 
marquage sans modifier intrinsèquement la protéine (sans modification génétique) et utilise une 
chimie assez simple à mettre en œuvre. Nous avons montré que la streptavidine conservait sa 
capacité à se lier à la biotine après marquage par les sondes polymères. 
Cette méthode de marquage a l’avantage d’être applicable à différentes protéines natives. 
Suite à ces résultats encourageants, le marquage d’anticorps d’intérêt par des sondes polymères 
fluorescentes a notamment été envisagé (Stage de Master 2 de Thomas Berki). Par ailleurs, les 
streptavidines marquées, comme celles obtenues lors de cette étude, pourraient être utilisées pour 
Complexes
Sondes 
polymères 
libres
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le marquage d’entités d’intérêt biotinylées, par exemple des anticorps biotinylés (collaboration en 
cours avec Yann Leverrier, Centre International de Recherche en Infectiologie). 
Comme les protéines possèdent généralement plusieurs lysines, un phénomène de 
marquage multiple (poly-marquage) est observé, dont l’avantage principal est d’augmenter la 
brillance de la protéine marquée. Toutefois, cette méthode ne permet pas de contrôler le nombre de 
sondes par protéine, ainsi que la position de leur site de fixation sur la protéine (couplage aléatoire 
sur les résidus lysines disponibles). Pour d’autres protéines, ceci pourrait éventuellement induire un 
changement de conformation et d’activité rendant le contrôle du marquage primordial. C’est 
notamment le cas des protéines de type enzyme ; si le site actif possède une lysine, la sonde risque 
de s’y fixer et d’altérer (ou d’inhiber complètement) son activité enzymatique.  
Le contrôle du nombre de sondes fluorescentes par protéine peut aussi s’avérer très 
important dans le cadre d’études nécessitant une quantification de la protéine. Nous avons donc 
également exploré le développement de sondes polymères fluorescentes porteuses d’un ligand 
spécifique, capables de marquer des protéines d’intérêt avec un meilleur contrôle du nombre de 
sondes par protéine ainsi que de leur site de fixation.   
III. Elaboration de sondes polymères fluorescentes porteuses d’un ligand NTA 
en extrémité α pour le marquage de protéines recombinantes 
Afin de réaliser un marquage mieux contrôlé (régio-sélectif) des protéines, l’utilisation de 
protéines recombinantes porteuses d’un tag et de sondes porteuses de ligands spécifiques peut être 
une alternative au couplage direct des sondes sur la protéine native. Pour évaluer cette stratégie, 
nous avons choisi de fonctionnaliser nos sondes polymères avec un ligand spécifique, le ligand 
Nickel/Acide Nitrilotriacétique (Ni/NTA), capable de reconnaître sélectivement le tag Histidine (tag 
His) qui est très commun. 
 Après la présentation de la synthèse d’un nouvel ATC RAFT porteur d’un ligand NTA, nous 
exposerons son utilisation au sein de la polymérisation RAFT du NAM et de la copolymérisation 
NAM/NAS. Le contrôle de ces polymérisations sera étudié par différentes techniques d’analyse 
comme la RMN 1H, la CES/DDL et la spectrométrie de masse MALDI-Tof. 
 Nous nous intéresserons ensuite à la synthèse d’une sonde polymère fluorescente basée sur 
un des copolymères NTA-P(NAM-stat-NAS). Enfin, l’aptitude de cette nouvelle sonde à marquer 
spécifiquement des protéines recombinantes porteuses d’un tag His sera évaluée au moyen de 
techniques dot-blot et Western-blot.  
III.1. Synthèse d’un agent de transfert de chaîne porteur du ligand NTA (ATC-NTA) 
Le choix de la position du ligand NTA en extrémité de chaîne polymère a pour but de 
l’éloigner des fluorophores positionnés latéralement le long de la chaîne polymère, limitant ainsi les 
interactions potentielles entre le site de reconnaissance et les éléments de détection. De plus, cette 
séparation devrait contribuer à limiter le phénomène de quenching de fluorescence par l’ion nickel 
généralement observé avec ce type de sonde (cf. Chapitre III, I.1.2.3.1.).  
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La stratégie de synthèse visant à introduire l’entité NTA à l’extrémité α de la sonde polymère 
via l’utilisation d’un ATC fonctionnel (ATC-NTA) (Figure III-23) est très bien adaptée pour l’élaboration 
de ce type de sonde, afin de pouvoir copolymériser un mélange NAM/NAS pour le couplage latéral 
ultérieur de fluorophores (ce qui n’est pas possible via l’utilisation du SEDB comme ATC suivie du 
couplage du ligand NTA sur l’extrémité du polymère, cf. Chapitre II, II.5.1). 
L’agent de contrôle ATC-NTA a été obtenu par couplage du précurseur d’agent de transfert 
de chaîne SEDB et d’un ligand NTA-NH2 (Figure III-23, i). De la même manière que pour la synthèse de 
l’ATC-Raft(cRGD)4, le choix des conditions est primordial : le SEDB est utilisé en excès (1,2 éq.) et le 
NTA-NH2 est ajouté progressivement afin d’éviter la réaction parasite d’aminolyse du dithioester (cf. 
Chapitre II, II.5.1.1).  
 
Figure III-23 : Stratégie de synthèse d’un polymère fluorescent fonctionnalisé en α par un ligand NTA (i : DIPEA, 
DMF anhydre, 40°C, 2h ; ii : copolymérisation NAM/NAS (rapport molaire 60/40), AIBN, dioxanne, 80°C ; iii : 
Fluorophore-NH2, DIPEA, CHCl3, température ambiante ; iv : AEM, CHCl3, température ambiante). 
Trois pistes de purification ont été explorées : la précipitation, la purification sur colonne de 
silice et l’extraction liquide-liquide. Seule l’extraction liquide-liquide (acétate d’éthyle/eau) combinée 
à des lavages à différents pH s’est montrée réellement efficace. L’obtention de l’ATC-NTA attendu est 
confirmée par analyses RMN 1H (Figure III-24) et spectrométrie de masse ESI-Tof (réalisée par l’ISA de 
Lyon, cf. partie expérimentale).  
Tous les pics caractéristiques de l’ATC-NTA attendu sont observés clairement sur le spectre 
RMN 1H. Cependant, quelques impuretés (non identifiées) sont présentes comme l’indique les très 
petits pics notamment entre 2 et 3 ppm et entre 7 et 7,4 ppm. La pureté estimée par RMN 1H est de 
87%. Une des pistes qui pourrait être étudiée à l’avenir pour atteindre une meilleure pureté est de 
réaliser (ou de compléter) la purification par HPLC préparative phase inverse (les groupements NTA 
s’adsorbant de manière importante sur des phases normales). 
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Figure III-24 : Spectre RMN 1H (300 MHz, acétonitrile-d3) de l’ATC-NTA après purification. 
Bien que cette faible proportion d’impuretés résiduelles soit présente, l’ATC-NTA a été 
évalué en tant qu’agent de contrôle dans la polymérisation RAFT du NAM et du mélange de co-
monomères NAM/NAS.  
III.2. Utilisation de l’ATC-NTA au sein de la polymérisation RAFT 
L’homo-polymérisation du NAM (DD77 et DD73) et la copolymérisation NAM/NAS 
(proportions molaires 60/40, composition azéotropique) (DD61) ont été étudiées dans des conditions 
expérimentales similaires : [monomère(s)] = 2 mol.L-1, [ATC-NTA]/[AIBN] = 10170, 171, température = 
80°C. La quantité d’ATC-NTA utilisée tient compte de sa pureté déterminée par RMN 1H. Les masses 
molaires visées pour ces premiers essais sont faibles (15 000 g.mol-1 à 100 % de conversion) afin de 
pouvoir analyser les polymères par spectrométrie de masse MALDI-Tof et RMN pour vérifier la 
fonctionnalisation de leur extrémité de chaîne par le NTA.  
III.2.1. Comparaison des cinétiques d’homo-polymérisation et de copolymérisation  
Pour l’homo-polymérisation comme pour la copolymérisation, la période d’induction est 
courte (inférieure à 15 min) et la conversion augmente rapidement pour atteindre, respectivement, 
plus de 80 % et plus de 90 % en 3h (Figure III-25). 
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Figure III-25 : Conversions en monomère en fonction du temps : NAM (homo-polymérisation DD77, bleu) ; NAM 
(copolymérisation DD61, rouge) et NAS (copolymérisation DD61, vert). 
Le fait que l’ATC-NTA comporte des impuretés ne semble pas avoir d’impact significatif sur la 
cinétique de polymérisation. La cinétique de copolymérisation est plus rapide que celle de l’homo-
polymérisation, phénomène couramment observé, et qui indique que les constantes de vitesse de 
propagation croisée kp(NAS-NAM) et kp(NAM-NAS) sont plus élevées que celle de l’homo-propagation kp(NAM-
NAM)
171. Les conversions individuelles des monomères NAM et NAS sont identiques, ce qui confirme 
que la composition du milieu réactionnel et celle du copolymère restent identiques au cours du 
temps, et égales au rapport molaire initial (60/40), comme attendu dans le cadre d’une composition 
azéotropique.  
III.2.2. Evaluation du contrôle des masses molaires 
Après purification, les masses molaires moyennes en nombre des échantillons de NTA-PNAM 
ont été déterminées par RMN 1H, CES/DDL, et spectrométrie de masse MALDI-Tof.  
La comparaison des masses molaires des échantillons de NTA-PNAM déterminées par 
différentes techniques (Tableau III-11 et Figure III-26) indique que, dans chaque cas, les masses 
molaires augmentent quasi linéairement avec la conversion, en bon accord avec les masses molaires 
calculées (sauf pour les valeurs Mn déterminées par CES/DDL qui sont supérieures, comme cela sera 
expliqué en III.2.2.2). Ce bon contrôle de la polymérisation est confirmé par les faibles valeurs de 
dispersité.  
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Tableau III-11 : Masses molaires obtenues par différentes techniques pour l’homo-polymérisation du NAM en 
présence de l’ATC-NTA. 
Prélèvements 
Conversion du 
NAM (%) 
Mn 
calculée* 
Mn 
déterminée 
par RMN 1H 
Mn déterminée 
par CES/DDL 
(après aminolyse) 
Đ déterminée par 
CES/DDL 
(après aminolyse) 
T0 0 470 / / / 
T1 8 1622 / / / 
T2 7 1432 / / / 
T3 13 2404 2400 / / 
T4 17 2932 3200 / / 
T5 27 4380 5100 5900 1,03 
T6 36 5761 / 8900 1,02 
T7 49 7557 8400 11800 1,02 
T8 54 8281 / 13500 1,02 
T9 70 10567 8700 16500 1,02 
T10 76 11439 11900 17600 1,03 
T11 80 12074 12600 19800 1,02 
T12 78 11790 14000 20200 1,04 
*Mn calculée = =  
[𝑁𝐴𝑀]0𝑀𝑁𝐴𝑀𝐶𝑜𝑛𝑣𝑁𝐴𝑀 + [𝑁𝐴𝑆]0𝑀𝑁𝐴𝑆𝐶𝑜𝑛𝑣𝑁𝐴𝑆
[𝐴𝑇𝐶−𝑁𝑇𝐴]0
 +  𝑀𝐴𝑇𝐶−𝑁𝑇𝐴 
 
Figure III-26 : Comparaison des masses molaires obtenues par différentes techniques pour les échantillons de 
NTA-PNAM. 
III.2.2.1. RMN 1H  
Les spectres RMN 1H des échantillons NTA-PNAM-DT et NTA-P(NAM-stat-NAS)-DT (Figures III-
27 et III-28, respectivement) indiquent que la grande majorité des pics caractéristiques du ligand NTA 
sont confondus avec les signaux larges des protons de la chaîne polymère. Par conséquent, il est 
impossible de certifier que l’extrémité α des chaînes polymère comporte bien le ligand NTA. Il est 
toutefois intéressant de constater que le pic noté 9 sur les figures, attribué aux protons du CH3 en β 
de la liaison amide25, possède une intégrale proche de 3 en prenant les protons aromatiques (notés 
1, 2, 3) comme référence. Ceci semble indiquer que la plupart des chaînes polymères sont 
fonctionnalisées avec le ligand NTA mais ne permet pas de confirmer son intégrité (protons des 
COOH non visibles). Les protons aromatiques confirment la présence d’extrémités dithiobenzoates 
ω-terminales et le contrôle de la polymérisation. 
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Figure III-27 : Spectre RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 64 scans) représentatif des NTA-PNAM-DT purifiés (DD73 T5, Mn 
calculée = 2 300 g.mol-1). 
Figure III-28 : Spectre RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 64 scans) représentatif des NTA-P(NAM-stat-NAS)-DT purifiés 
(DD61 T2). 
Les masses molaires expérimentales déterminées à partir des spectres RMN 1H (en utilisant 
les 5 protons aromatiques du groupe dithiobenzoate comme référence et en considérant que le 
nombre de chaînes polymères est égal au nombre de groupes dithiobenzoates, hypothèse de calcul 
justifiée du fait de l’utilisation d’un rapport [ATC]/[AIBN] de 10) sont proches des valeurs calculées. 
Pour cette étude, où les masses molaires sont inférieures à 20 000 g.mol-1, les résultats sont fiables. 
Au-delà, les valeurs déterminées par RMN deviennent imprécises avec l’augmentation de la masse 
molaire, par conséquent il faut rester prudent avec l’interprétation des résultats. En effet, les 
extrémités de chaînes sont utilisées comme référence ; or, il est connu que plus la masse molaire est 
grande, plus il est difficile de quantifier les protons des extrémités de chaînes.  
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III.2.2.2. CES/DDL  
Les caractérisations des échantillons NTA-PNAM-DT par CES/DDL n’ont pas pu être réalisées 
dans le chloroforme (ou dans le DMF) car les extrémités NTA semblent promouvoir une adsorption 
importante sur la phase stationnaire de la colonne. Ces échantillons NTA-PNAM-DT étant également 
solubles en milieu aqueux, des analyses ont alors été effectuées en tampon borate. Il est à noter que 
pour des raisons encore inexpliquées, il a été nécessaire d’aminolyser (ou de réduire) les extrémités 
dithiobenzoates pour ces analyses.  
 Les valeurs de Mn obtenues donnent une droite dont la pente est 1,6 fois plus élevée que 
celle des masses molaires calculées et déterminées par RMN (Figure III-26). Deux hypothèses 
peuvent expliquer ce phénomène. La première est que la quantité d’ATC-NTA introduite initialement 
serait plus faible que prévue. En effet, dans ce cas, le nombre de chaînes formées serait plus faible et 
donc, pour une même conversion, les chaînes seraient plus longues. Toutefois, l’analyse RMN 1H du 
prélèvement T0 confirme que la quantité d’ATC-NTA introduite correspond parfaitement à ce qui est 
attendu (0,0098 pour un nombre théorique d’équivalent d’ATC-NTA par rapport au NAM de 0,0097). 
La seconde hypothèse est liée à l’incrément d’indice de réfraction (rapport dn/dc) utilisé pour 
la détermination des masses molaires expérimentales par CES/DDL. En effet, pour les échantillons 
NTA-PNAM-SH, nous avons utilisé la valeur de dn/dc déterminée précédemment pour des 
échantillons tBu-PNAM-DT. L’incrément d’indice de réfraction est généralement supposé 
indépendant de la nature des extrémités de chaînes pour les (homo-)polymères de masses molaires 
élevées. Cependant, il est possible que, pour des chaînes polymères de faibles masses molaires, les 
extrémités de chaînes puissent influencer de manière non négligeable la valeur de dn/dc et donc les 
masses molaires déterminées. En perspective à ce travail, il serait donc intéressant de déterminer la 
valeur de dn/dc des homopolymères NTA-PNAM-DT, et de recalculer, si nécessaire, les valeurs de 
masses molaires correspondantes.   
III.2.2.3. Spectrométrie de masse MALDI-Tof  
Le polymère NTA-PNAM-DT (DD73T6) décrit dans cette étude a été obtenu par 
polymérisation RAFT du NAM en présence de l’ATC-NTA, dans des conditions identiques à celles 
utilisées pour la polymérisation DD77. 
Les analyses de polymères NTA-PNAM-DT par spectrométrie de masse MALDI-Tof se sont 
avérées délicates et limitées aux faibles masses molaires. En effet, au-delà de 5 000 g.mol-1, le 
rapport signal/bruit devient très faible et les pics sont très peu résolus. L’analyse de l’échantillon 
DD73T6 (Figure III-29) nous a cependant permis de déterminer sa masse molaire et de caractériser la 
nature de ses extrémités de chaînes. Une valeur de 3 400 g.mol-1 est obtenue (Tableau III-12), très 
proche des valeurs calculée (3 037 g.mol-1) et déterminé par RMN 1H (3 500 g.mol-1) et inférieure à 
celle déterminée par CES/DDL (4 700 g.mol-1). Cette analyse confirme la faible dispersité de 
l’échantillon (Đ = 1,18), en accord avec les résultats CES/DDL (Đ = 1,07). Cependant, l’analyse en 
mode linéaire positif (Figure III-29, A et B) a un rapport signal/bruit trop faible et une résolution 
insuffisante pour attribuer les pics avec certitude. 
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Figure III-29 : Spectrogrammes MALDI-Tof de l’échantillon NTA-PNAM-DT (DD73T6) : A) mode linéaire positif ; 
B) agrandissement du mode linéaire positif ; C) mode linéaire négatif ; D) mode réflectron négatif ; E) 
agrandissement du mode réflectron négatif. Les populations 1, 2, 3 et 4 pourraient être attribuées aux chaînes 
NTA-PNAM-DT cationisées (respectivement (M + Na)+, (M + K)+, (M(Na) + Na)+, (M(2Na) + Na)+) mais le faible 
rapport signal/bruit induit une résolution des pics insuffisante pour le certifier. Les points noirs correspondent à 
des pics non attribués. Les flèches rouges et vertes indiquent les pics correspondant respectivement aux chaînes 
NTA-PNAM-DT attendues (population (M - H)-) et à des chaînes NTA-PNAM-H (résultant probablement de la 
fragmentation du groupe dithiobenzoate pendant l’analyse168). 
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Tableau III-12 : Comparaison des valeurs de masses molaires obtenues à partir de différentes techniques 
d’analyses pour l’échantillon DD73T6.  
Echantillon 
Conversion 
du NAM 
(%) 
Mn 
calculée 
Mn 
déterminée 
par RMN 1H 
Mn déterminée 
par MALDI-Tof 
Mn 
déterminée 
par CES/DDL 
Đ déterminée 
par MALDI-
Tof 
Đ déterminée 
par CES/DDL 
DD73T6 17,7 3037 3500 3400 4700 1,18 1,07 
Pour ce type de composé porteur de fonctions acides carboxyliques (ligand NTA) capables de 
subir une ionisation négative (- H), il est possible d’effectuer des analyses en mode négatif (Figure III-
29, C, D et E). L’agrandissement du spectre en mode réflectron négatif (Figure III-29, E) indique une 
population très majoritaire correspondant aux chaînes porteuses d’un groupe NTA en α et d’un 
groupe dithiobenzoate en ω, NTA-PNAM-DT (population (M - H)-, flèche rouge, Figure III-29, E). Une 
autre population (flèche verte, Figure III-29, E) dont le signal sort à peine du bruit de fond, est 
également présente et attribuée à des chaînes polymères similaires mais dont l’extrémité ω porte un 
hydrogène à la place du groupe dithiobenzoate. Ces dernières sont probablement dues à une 
fragmentation pendant l’analyse, comme souvent observé pour ce type de polymère168. Les analyses 
en mode négatif confirment donc l’obtention du polymère α-fonctionnel attendu. Toutefois, ce mode 
d’analyse ne permet de détecter que les espèces capables de subir une ionisation négative (2 
populations détectées contre au moins 4 (voire 7) en mode linéaire positif). 
Ainsi, ces différentes analyses ont permis de démontrer que l’homo-polymérisation RAFT du 
NAM en présence de l’ATC-NTA est contrôlée. Le même type d’étude a été réalisé pour la 
copolymérisation RAFT NAM/NAS (DD61) (Tableau III-13 et Figure III-30).   
Tableau III-13 : Valeurs de masses molaires obtenues pour la copolymérisation DD61 à partir de différentes 
techniques d’analyse. 
Prélèvements 
Conversion 
en NAM 
(%) 
Conversion 
en NAS (%) 
Conversion 
globale (%) 
Mn 
calculée* 
Mn 
déterminée 
par RMN 
1H 
Mn 
déterminée 
par 
CES/DDL 
Đ 
déterminée 
par 
CES/DDL 
T0 0 0 0 470,12 / / / 
T1 25,5 27,4 26,3 4300 / / / 
T2 34,1 33,6 33,9 5396 5200 5900 1,06 
T3 59,7 60,2 59,9 9171 8800 13200 1,06 
T4 93,6 93,3 93,5 14056 13300 23700 1,08 
*cf. Tableau III-11. 
 
Figure III-30 : Evolution des masses molaires des échantillons de NTA-P(NAM-stat-NAS)-DT (DD61) obtenues par 
différentes techniques d’analyse. 
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 Les résultats obtenus pour la copolymérisation NAM/NAS sont très similaires à ceux observés 
pour l’homo-polymérisation du NAM. Quelle que soit la méthode de détermination des masses 
molaires (RMN ou CES/DDL), la masse molaire moyenne en nombre évolue quasi linéairement avec la 
conversion, avec une dispersité faible (Đ <1,1). De plus, les masses molaires déterminées à partir des 
spectres RMN 1H sont très proches des valeurs calculées, sur une large gamme de conversion. Ces 
observations indiquent que la copolymérisation NAM/NAS en présence de l’ATC-NTA est contrôlée. 
Les valeurs de Mn mesurées par CES/DDL sont plus élevées et donnent une droite dont la pente est 2 
fois supérieure à celle des masses molaires calculées et déterminées par RMN. Comme déjà expliqué, 
l’écart observé peut résulter de la valeur du rapport dn/dc utilisé (celui des tBu-P(NAM-stat-NAS)-DT 
pour ces NTA-P(NAM-stat-NAS)-SH).  
Les analyses par spectrométrie de masse MALDI-Tof n’ont pas permis d’obtenir de résultats, 
même pour un échantillon NTA-P(NAM-stat-NAS)-DT de faible masse molaire (5 400 g.mol-1) qui n’a 
pas fourni de signal.  
III.2.3. Conclusions et perspectives sur l’ATC-NTA 
La synthèse et la purification de l’ATC-NTA à partir du SEDB a été mise au point pour obtenir 
un protocole simple et efficace. L’ATC-NTA résultant comporte cependant quelques impuretés 
résiduelles (pureté estimée à 87 % par RMN 1H) et il sera nécessaire à l’avenir d’optimiser davantage 
sa purification en utilisant par exemple la chromatographie liquide en phase inverse. Néanmoins, les 
premiers essais réalisés montrent que ces impuretés ne semblent pas avoir d’impact significatif sur 
les polymérisations RAFT.  
L’homo-polymérisation du NAM et la copolymérisation NAM/NAS par le procédé RAFT en 
présence de l’ATC-NTA présentent des cinétiques rapides (< 3h) et le contrôle des masses molaires 
est efficace. Toutefois, les valeurs Mn déterminées par CES/DDL sont supérieures à celles attendues 
et à celles déterminées par RMN, ce qui pourrait être dû au rapport dn/dc utilisé (dn/dc de PNAM ne 
comportant pas d’extrémité NTA). Même si cela nécessite environ 50 mg de polymère α-fonctionnel, 
il sera donc nécessaire à l’avenir de déterminer le rapport dn/dc d’échantillons NTA-PNAM-DT. Enfin, 
les analyses par spectrométrie de masse MALDI-Tof ont confirmé la valeur de masse molaire 
(déterminée par RMN 1H et calculée), et la faible dispersité d’un échantillon NTA-PNAM-DT, ainsi que 
la fonctionnalisation en α des chaînes polymères par le ligand NTA. 
III.3. Synthèse d’une sonde polymère fluorescente porteuse d’un ligand NTA en α 
Cette étude a été en partie conduite dans le cadre du stage de fin d’étude de Matthieu 
Carretier (CPE-Lyon). 
Notre objectif est l’obtention de polymères fonctionnalisés en α par un ligand NTA et 
fluorescents. Pour cela, un fluorophore modèle, le Dansyl cadavérine a été couplé en position 
latérale d’un copolymère NTA-P(NAM-stat-NAS)-DT (DD61T3, 9 200 g.mol-1) avant capping des 
fonctions esters activés résiduelles par l’AEM (cf. Chapitre III, III.1., Figure III-23).  
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Figure III-31 : Spectre RMN 1H (300 MHz, CDCl3) de la sonde fluorescente NTA-polymère/Dansyl purifiée (MC04). 
L’analyse RMN 1H confirme l’obtention de la sonde NTA-polymère/Dansyl attendue, avec 
l’apparition du singulet à 2,8 ppm (15) et des pics entre 7,1 et 8,6 ppm correspondant 
respectivement aux groupes méthyle et aux protons aromatiques du Dansyl (Figure III-31). Les 
protons à 1,1 ppm (21), attribués aux protons du CH3 en β de la liaison amide du ligand NTA, 
deviennent beaucoup plus difficiles à distinguer pour ces chaînes polymères de Mn proche de 10 000 
g.mol-1. Leur signal tend à se superposer puis à se confondre avec les pics du squelette polymère 
lorsque la taille augmente.   
Le nombre moyen de Dansyl par chaîne polymère a été estimé à 2,4 d’après le spectre RMN 
1H (méthodologie similaire à celle décrite pour la détermination du nombre moyen de clusters 
peptidiques par chaîne, Annexe 4). Cette valeur peut aussi être déterminée par CES couplée à un 
détecteur UV/visible. Cependant, dans ce cas précis il a été mis en évidence que les ligands NTA 
interagissent avec la phase stationnaire de la colonne, empêchant totalement l’élution des chaînes 
polymères. Cette analyse permet toutefois de suivre la disparition du pic du Dansyl libre au fur et à 
mesure du couplage. En comparant l’intégrale de ce pic en fonction du temps (et en considérant que 
le milieu réactionnel est homogène et que la quantité analysée est toujours identique), il est possible 
d’estimer indirectement le rendement de couplage du Dansyl sur le copolymère. Les résultats 
obtenus sont, certes moins précis, mais similaires à ceux observés avec les copolymères porteurs 
d’une extrémité α tBu. En se basant sur les rendements de couplage ainsi obtenus, un nombre 
moyen de Dansyl par chaîne polymère identique à celui estimé par RMN 1H a été déterminé.  
La capacité de la sonde NTA-polymère/Dansyl à se lier au tag Histidine de protéines 
recombinantes a ensuite été évaluée. 
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III.4. Evaluation du marquage de protéines taguées His par la sonde polymère 
fluorescente porteuse du ligand NTA en α 
Pour cette évaluation, nous avons choisi d’utiliser différentes protéines taguées His 
disponibles au sein du laboratoire Joliot-Curie (Tableau III-14), gracieusement fournies par Marc 
Lavigne et Philippe Bouvet. 
Tableau III-14 : Protéines taguées His utilisées pour l’évaluation de la sonde polymère fluorescente porteuse du 
ligand NTA. 
Protéine recombinante taguée His Masse molaire (g.mol-1) Protéine native d’origine 
HIS-NCL 70 000 Nucléoline 
HIS-INT 32 000 Intégrase du virus VIH 
HIS-Tox4 36 000 Intégrase du virus VIH 
 
Comme décrit dans l’introduction, le ligand NTA interagit avec le tag His par l’intermédiaire 
d’un cation divalent comme le Ni2+. Pour l’introduction de l’ion nickel, deux méthodes ont été 
envisagées : 
- 1ère méthode aboutissant théoriquement à un rapport Ni2+/NTA de 1 : Introduction d’un 
excès (100 équivalents) de NiSO4 avec la sonde polymère fluorescente NTA-
polymère/Dansyl dans l’eau, puis dialyse (seuil d’exclusion de 2 000 g.mol-1) pour 
éliminer l’excès de NiSO4 et lyophilisation. Après reprise dans un tampon PBS, la sonde 
est introduite avec les protéines. 
- 2ème méthode aboutissant à un rapport Ni2+/NTA de 2 : Introduction directe de la sonde 
polymère fluorescente avec 2 équivalents de NiSO4 puis avec les protéines (sans étape de 
dialyse). 
D’après les tests réalisés, aucune différence significative n’a été observée entre les deux 
méthodes. Toutefois, pour les tests impliquant des cellules vivantes, la première méthode est 
privilégiée sachant que l’introduction d’ions Ni2+ libres pourrait induire une certaine cytotoxicité. 
Des tests préliminaires ont été réalisés avec des homopolymères NTA-PNAM pour 
déterminer si la méthode avec gel d’électrophorèse SDS-PAGE pouvait être utilisée pour étudier le 
couplage avec les protéines taguées. Cependant, il s’est avéré que le complexe NTA/Ni-Tag Histidine 
était instable à cause du tensio-actif anionique SDS. Cette technique n’est par conséquent pas 
adaptée à notre étude, sachant qu’elle n’est pas applicable sans SDS, en absence duquel les 
protéines ne migrent plus (ou de manière non reproductible). 
Nous nous sommes donc tournés vers une méthode dite de « dot-blot ». Une goutte de 
solution de protéine est déposée sur une membrane de PVDF (PolyVinylidene DiFluoride) ensuite 
passivée par ajout d’albumine de sérum bovin (BSA) pour éviter l’adsorption non spécifique des 
sondes polymères sur la membrane. Cette dernière est ensuite incubée avec une solution de la sonde 
Ni/NTA-polymère/Dansyl. Après lavage, une révélation sous irradiation UV à 365 nm est effectuée.  
Trois protéines taguées His ont été utilisées pour cette étude : un fragment de nucléoline 
(HIS-NCL), et deux fragments de l’intégrase du virus VIH, HIS-INT et HIS-Tox4. La streptavidine non 
taguée fait office de contrôle négatif. La protéine NCL a été testée à trois concentrations différentes 
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pour estimer si l’intensité du marquage est proportionnelle à la concentration en protéine (Figure III-
32).   
 
Figure III-32 : Evaluation par Dot Blot du couplage de la sonde polymère fluorescente Ni/NTA-polymère/Dansyl 
avec différentes protéines taguées His : HIS-Tox4 (1 µg), HIS-INT (0.5 µg), 3 concentrations de Nucléoline (HIS-
NCL 1, HIS-NCL 2, HIS-NCL 3 contenant respectivement 5, 0.5 et 3 µg). La Streptavidine (2 µg) est un contrôle 
négatif. La sonde NTA-polymère/Dansyl est révélée sous irradiation à 365 nm.  
Par révélation UV, toutes les tâches correspondant à des protéines porteuses d’un tag His 
sont fluorescentes, alors que la tâche de la streptavidine (contrôle négatif) ne l’est pas. Ainsi, seules 
les protéines porteuses d’un tag His sont marquées par la sonde NTA-polymère/Dansyl. De plus, de 
manière qualitative, l’intensité de fluorescence des tâches augmente avec la concentration en 
protéine comme le montre les trois différentes concentrations en HIS-NCL.  
Le rapport signal sur bruit observé ici est relativement faible mais il pourrait probablement 
être amélioré en optimisant le protocole et/ou en augmentant la brillance de la sonde fluorescente, 
notamment en travaillant sur la densité de fluorophores par chaîne polymère, ou en utilisant un 
fluorophore plus brillant que le Dansyl utilisé comme modèle.     
Ce test montre que la sonde NTA-polymère/Dansyl est capable de marquer spécifiquement 
les protéines porteuses d’un tag His. Ces résultats prometteurs ont été complétés par un test de 
Western-blot, couramment utilisé par les biologistes. 
Les protéines taguées subissent tout d’abord une migration par électrophorèse sur gel SDS-
PAGE avant d’être (électro-) transférées sur membrane PVDF. Après passivation, cette dernière est 
alors incubée avec la solution de sonde Ni/NTA-polymère/Dansyl. Après lavage, une révélation est 
effectuée sous UV à 365 nm.  
Pour cette étude, les deux fragments de l’intégrase, HIS-INT et HIS-Tox4, sont utilisées. La 
streptavidine non taguée fait office de contrôle négatif ainsi que les marqueurs protéiques standards 
(Figure III-33).  
HIS-Tox4 (1 µg)
HIS-INT (0,5 µg)
HIS-NCL 1 (5 µg)
HIS-NCL 2 (0,5 µg)
HIS-NCL 3 (3 µg)
Streptavidin
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Figure III-33 : Western Blot de deux fragments de l’intégrase du virus VIH tagués His, HIS-INT et HIS-Tox4, 
marqués par la sonde NTA-polymère/Dansyl (révélation UV à 365 nm). Marqueurs protéiques standards (M) ; 1 
µg de HIS-INT (A) ; 1 µg de HIS-Tox4 (B) ; 2 µg de streptavidine (SA) comme contrôle négatif (C). 
Par révélation UV, les tâches correspondant à HIS-INT et HIS-Tox4 sont fluorescentes alors 
que les protéines ne portant pas de tag His (la streptavidine et les marqueurs protéiques) ne le sont 
pas. La protéine HIS-INT présente une tâche vers 36 000 g.mol-1 correspondant à la protéine 
attendue et une seconde tache attribuée à des fragments protéiques également porteurs du tag His 
qui n’ont pas pu être éliminés pendant la purification de la protéine.  
Ce test confirme donc que la sonde Ni/NTA-polymère/Dansyl est capable de marquer 
spécifiquement les protéines porteuses d’un tag His. La sensibilité de détection des protéines semble 
cependant limitée par un fond de fluorescence non-spécifique (probablement dû à l’utilisation du 
bromophénol comme marqueur d’élution lors de l’électrophorèse sur gel SDS-PAGE). En effet, le 
bromophénol est connu pour absorber dans l’UV et induire de la fluorescence (surtout visible avec la 
ligne de marqueur sur la partie inférieure de la zone de transfert du gel). De plus, le signal de 
fluorescence en arrière plan ne concerne pas l’ensemble de la membrane PVDF mais seulement la 
zone où le gel d’électrophorèse a été transféré (Figure III-33). Ainsi, en évitant d’utiliser le 
bromophénol et/ou en utilisant une sonde NTA-polymère fluorescente avec un autre fluorophore de 
brillance plus élevée et/ou absorbant dans une gamme de longueur d’onde plus élevée, il serait 
possible d’améliorer considérablement la sensibilité de ces tests.  
III.5. Conclusions et perspectives 
Ces premiers résultats constituent une preuve de concept du marquage spécifique des 
protéines porteuses d’un tag His par les sondes polymères fluorescentes porteuses du ligand NTA. 
Des optimisations concernant la nature et la densité des fluorophores pourraient améliorer 
nettement la sensibilité de détection des sondes.  
Pour des sondes polymères de faible masse molaire (< 20 000 g.mol-1), la stratégie de 
synthèse utilisée (conduisant à l’introduction du ligand NTA à l’extrémité α de la chaîne polymère) 
Membrane PVDF
Zone de transfert du gel
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pourrait être comparée à une stratégie alternative où le ligand NTA serait introduit à l’extrémité ω du 
polymère fluorescent par une fonctionnalisation « post-polymérisation » (Figure III-34). 
 
Figure III-34 : Stratégie de synthèse de sondes polymères fluorescentes fonctionnalisées par le ligand NTA à 
l’extrémité ω (i : Fluorophore-NH2, DIPEA ; ii : AEM ; iii : NAS, DMPP ; iv : NTA-NH2, DIPEA).  
La fonctionnalisation de nos sondes par un ligand triNTA est aussi à envisager surtout dans 
l’optique d’applications in cellulo qui nécessiteront probablement une affinité plus importante entre 
les sondes et les protéines (notamment pour pallier à un environnement plus complexe).  
IV. Conclusions et perspectives générales du chapitre III : 
Deux stratégies de marquage de protéines par nos sondes polymères fluorescentes ont été 
explorées : l’une pour des protéines natives et l’autre pour des protéines porteuses d’un tag His.  
L’introduction d’une fonction ester activé sur l’extrémité ω des sondes polymères permet un 
couplage orienté efficace sur des protéines natives modèles. Les principaux avantages de cette 
méthode comprennent l’absence de modification intrinsèque de la protéine, l’utilisation d’une 
chimie assez simple à mettre en œuvre et un phénomène de marquage multiple induisant 
généralement une augmentation de la brillance. Toutefois, cette technique ne permet pas de 
contrôler le nombre de sondes par protéine ou leurs sites de fixation sur la protéine, risquant ainsi de 
changer sa conformation et son activité.  
Les sondes polymères fluorescentes porteuses du groupement NTA ont permis un marquage 
spécifique des protéines porteuses d’un tag His. Cette méthode aboutit à un meilleur contrôle du 
nombre de sondes par protéine et de leur site de fixation mais nécessite l’ajout d’un tag à la protéine 
d’intérêt.   
i
ii
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iv
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Dans les deux cas, la synthèse des sondes polymères est relativement simple et modulable 
tout en restant contrôlée. Il est en effet possible de facilement faire varier la taille du polymère ainsi 
que la nature et la densité de fluorophores.  
Perspectives : 
Les sondes polymères porteuses d’une extrémité ω ester activé pourrait être testées sur 
d’autres protéines et plus particulièrement sur des anticorps.  
L’efficacité de couplage de la réaction thiol-ène obtenue avec le NAS pourrait sans doute 
s’étendre à un grand nombre d’autres monomères. Il est également envisageable d’utiliser d’autres 
fonctions réactives pour coupler l’extrémité ω des sondes polymères sur les protéines (cf. Chapitre 
IV). 
L’extrémité ω des polymères NTA-PNAM pourraient être modifiée puis fixée sur un support 
pour l’immobilisation de protéines taguées His.  
Pour améliorer encore davantage la spécificité et l’affinité des sondes NTA pour leur cible, il 
serait intéressant d’envisager le développement de polymères fluorescents possédant une extrémité 
α multivalente présentant trois groupements NTA (tri-NTA) (cf. Chapitre III, I.1.2.3.1). En effet, les 
ligands NTA multivalents ont une affinité de liaison (de l’ordre de 20 nM) pour les protéines taguées 
His, bien supérieure à celle des ligands NTA monovalents (de l’ordre de 10 µM)62, 172, 173. Le ligand tri-
NTA apparaît comme le meilleur candidat sachant qu’il possède une affinité de liaison pour les 
protéines taguées His significativement plus grande que le ligand bis-NTA et que le ligand tétra-NTA 
ne fournit pas d’amélioration par rapport au tri-NTA. Cette alternative a été explorée lors des stages 
de Matthieu Carretier (PFE, CPE Lyon) et de Thomas Berki (Master M2, CPE Lyon) en suivant une 
stratégie similaire à celle mise en place pour la sonde polymère porteuse d’un ligand NTA 
monovalent.  
Il serait également possible d’obtenir un autre type de sonde polymère fluorescente 
présentant le groupement NTA de manière multivalente en utilisant un NTA-PNAM comme 
macroATC pour la synthèse de nanoparticule à l’aide du procédé PISA à l’image de ce qui a été réalisé 
avec le Raft(cRGD)4-PNAM dans le chapitre II, II.5.2.   
Enfin, cette étude pourrait être étendue au développement de sondes permettant un 
marquage covalent, contrôlé et spécifique de protéines de fusion. Dans ce contexte, le système 
Halotag semble particulièrement intéressant (cf. Chapitre III, I.1.2.3.2). Des polymères porteurs d’un 
ligand de l’Halotag ont été synthétisés par Thomas Berki lors de son stage de Master au sein de notre 
équipe et seront testés sur protéines prochainement. 
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Introduction 
Ce travail réalisé pendant ma thèse a donné lieu au dépôt d’une demande de brevet le 6 mai 
2014 [FR 3 020 634, date de publication : 06/11/2015]. 
Notre travail sur la fonctionnalisation terminale de chaînes polymères par une fonction ester 
activé (Chapitre III, partie II) a trouvé un prolongement dans la synthèse de polymères séquencés. En 
effet, l’addition d’une unité N-acryloxysuccinimide (NAS) en extrémité de chaîne ω d’un polymère-SH 
par réaction thiol-ène s’est avérée très efficace (cf. Chapitre III, II.1.1). Or, le NAS peut être considéré 
comme un composé hétéro-bifonctionnel avec une fonction alcène (acrylate) et une fonction ester 
activé, chimiquement inertes l’une envers l’autre. La réaction sélective entre la fonction alcène du 
NAS et la fonction thiol terminale du polymère PNAM-SH conduit exclusivement à des chaînes 
portant une fonction ester activé en ω (PNAM-S-NAS). Ceci, nous a encouragé à poursuivre l’addition 
successive d’autres composés hétéro-bifonctionnels sur les polymères ω-fonctionnels PNAM-S-NAS 
afin d’étudier la capacité d’une telle stratégie de fonctionnalisation « post-polymérisation » 
à générer :    
- des polymères séquencés (c’est-à-dire présentant un enchaînement précis d’unités 
monomères).  
- différentes fonctions réactives en extrémité ω des chaînes, notamment vis-à-vis de la chimie 
click. En effet, ceci serait particulièrement intéressant pour le greffage orienté sur support ou 
encore pour le couplage d’entités d’intérêt comme des protéines (ex : anticorps) ou d’autres 
agents de ciblage (ex : peptides, oligosaccharides…). 
La stratégie de synthèse de polymères séquencés envisagée repose sur l’addition successive 
de monomères hétéro-bifonctionnels, en utilisant différents types de réactions chimiques très 
efficaces, sélectives et orthogonales. Pour simplifier la nomenclature des composés, nous 
introduisons une notion de « Génération », telle que les composés de Génération n + 1 résultent de 
l’addition d’une unité monomère sur les composés de Génération n. Comme représenté sur la Figure 
IV-1, à partir d’une amorce possédant une fonction terminale B (Génération 0), l’addition d’un 
monomère hétéro-bifonctionnel porteur des fonctions C et D permet l’obtention d’un polymère de 
Génération 1, possédant la fonction D en extrémité de chaîne ω, grâce à une réaction sélective entre 
B et C. De même, pour la synthèse du polymère de Génération 2, un monomère hétéro-bifonctionnel 
porteur des fonctions E et F est additionné sur le polymère de Génération 1 grâce à une réaction 
sélective entre D et E. Par conséquent, le polymère de Génération 2 possède la fonction F en 
extrémité de chaîne ω. En poursuivant selon ce même principe, il devrait ainsi être possible de 
continuer à faire croitre le polymère, pour atteindre un polymère de Génération n.  
Si l’amorce de Génération 0 est un polymère (ou une résine/support), cela permet une 
purification simplifiée à chaque génération (par précipitation, filtration ou lavage). Il est donc 
possible d’utiliser, à chaque étape, un excès en monomère hétéro-bifonctionnel pour favoriser des 
rendements de couplage quantitatifs.  
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Figure IV-1 : Synthèse d’un polymère par addition séquentielle d’unités monomères hétéro-bifonctionnelles. Le 
groupe A est chimiquement inerte envers le groupe B et tous les monomères pouvant être additionnés. Les 
groupes B et D sont chimiquement inertes l’un envers l’autre et il en est de même pour les groupes C et D, D et 
F, E et F, F et H, G et H, H et J. Les monomères (représentés par les formes géométriques) peuvent être toute 
entité ne possédant pas de fonctions susceptibles d’interférer avec le mécanisme d’addition séquentielle.   
Après une étude bibliographique succincte, centrée sur les polymères séquencés et l’intérêt 
de contrôler la séquence des polymères synthétiques, ce chapitre présentera la synthèse et la 
caractérisation de différents polymères de Génération 2 par addition de monomères hétéro-
bifonctionnels sur des polymères ω-fonctionnels PNAM-S-NAS (Génération 1). Ensuite, l’étude sera 
étendue à la préparation de polymères de Génération 3, avant une discussion/conclusion sur la 
généralisation de ce procédé.   
I. Bibliographie : Synthèse de polymères séquencés 
Bien souvent, les polymères d’origine naturelle, comme l’ADN ou les protéines, possèdent un 
ordonnancement d’unités monomères bien précis qui leur confère des propriétés uniques (stockage 
d’information génétique, structure tridimensionnelle définie, activité enzymatique…). De même, le 
contrôle de la séquence de polymères synthétiques peut conduire à des caractéristiques 
conformationnelles et/ou fonctionnelles singulières et potentiellement très variées étant donnée la 
grande diversité de monomères envisageables1-4. Plusieurs approches synthétiques ont ainsi été 
développées5-8, les plus utilisées impliquant une synthèse à partir de supports solides9. Ces dernières, 
largement employées pour l’élaboration de biomolécules comme les peptides10 ou les 
oligonucléotides11-13, sont très efficaces mais nécessitent souvent l’utilisation de groupements 
protecteurs. Ainsi, chaque cycle d’ajout d’une unité monomère comprend une étape de couplage 
d’un monomère protégé, une étape de lavage et une étape de déprotection. Pour contourner 
l’utilisation de groupements protecteurs, plusieurs stratégies de synthèse de polymères non naturels 
basées sur l’utilisation de couplages chimio-sélectifs, ont été proposées très récemment14-18. 
Toutefois, elles se limitent généralement à des systèmes binaires faisant intervenir seulement deux 
monomères différents. Il reste donc encore de nombreux progrès à accomplir dans ce domaine pour 
élargir la gamme et le potentiel des polymères séquencés. Il serait bénéfique, non seulement 
d’augmenter le nombre et la variété des monomères utilisables, mais aussi de contrôler les 
fonctionnalités tant en extrémité de chaîne qu’en position latérale le long de la chaîne polymère. De 
plus, la possibilité d’utiliser plusieurs réactions efficaces, de mise en œuvre simple (réalisables en 
conditions douces : température ambiante, solvant aqueux ou organique…) et ne nécessitant pas de 
catalyseur métallique (potentiellement préjudiciable pour des applications biologiques ultérieures) 
constituerait un atout supplémentaire non négligeable. 
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+
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Notre objectif a donc été le suivant :  
1) réaliser la synthèse en phase liquide de copolymères basés sur un premier bloc PNAM et 
comportant un deuxième bloc court (ou segment) de nature séquencée.  
2) développer un procédé séquencé faisant intervenir au moins trois monomères différents.  
3) mettre en œuvre des réactions orthogonales réalisables en conditions douces (T° < 40°C, solvants 
variés) et n’utilisant pas de catalyseur métallique. 
II. Résultats 
Cette étude a été réalisée à partir de deux homopolymères PNAM modèles, de DPn 22 et 31 
respectivement, synthétisés par polymérisation RAFT (en présence de dithiobenzoate de tert-butyle 
(tBDB) comme agent de transfert de chaîne) et bénéficiant ainsi d’un contrôle optimisé (Mn 
prédictible, faible dispersité, fonctionnalité des extrémités de chaîne) (Tableau IV-1). De plus, le 
polymère PNAM a la particularité d’être parfaitement soluble aussi bien en milieu aqueux que dans 
certains solvants organiques (Chloroforme, DMF, DMSO…). Par ailleurs, ce polymère peut être 
facilement purifié par précipitation dans l’éther diéthylique. Les homopolymères utilisés ont de 
faibles masses molaires pour faciliter la caractérisation des extrémités de chaînes par RMN 1H et par 
spectrométrie de masse MALDI-Tof.  
Tableau IV-1 : Caractéristiques principales des homopolymères PNAM utilisés pour la synthèse de segments 
séquencés. 
Homopolymère DPn 
Mn déterminée par 
CES/DDL (g.mol-1) 
Đ Extrémité α Extrémité ω 
CC030-R1 22 3 300 1,01 
tert-butyle dithiobenzoate 
CC030-R2 31 4 600 1,01 
Pour la synthèse de ces PNAM, le rapport [ATC]/[Amorceur] = 10. 
DPn est le degré de polymérisation moyen en nombre. 
Dans le cadre particulier de cette étude, les composés de Génération n+1 sont tous issus du 
même type de composé de Génération n : tous les composés de Génération 2 sont obtenus à partir 
de composés PNAM-S-NAS (nommé G1-NAS par la suite) et les composés de Génération 3 à partir 
d’un composé PNAM-S-NAS-DBCO (nommé G2-DBCO par la suite) (Figure IV-3 et IV-9). Ainsi, chaque 
composé a été nommé par rapport à sa génération, suivi de l’acronyme de la dernière unité 
monomère additionnée (par exemple pour le PNAM-S-NAS nommé G1-NAS : G1 correspond à la 
Génération 1 et NAS à la dernière unité monomère additionnée, N-acryloxysuccinimide). 
II.1. Synthèse des polymères de Génération 2 
Afin d’obtenir plusieurs composés de Génération 2 et d’apporter des premières preuves de 
concept quant à cette stratégie de synthèse de blocs séquencés, l’addition de quatre monomères 
différents hétéro-bifonctionnels (portant une fonction amine primaire et une autre fonction) (Figure 
IV-2) sur l’ester activé ω-terminal du composé G1-NAS a été réalisée. L’efficacité du couplage, la 
sélectivité de la réaction amine/ester activé et la présence éventuelle de sous produits en fin de 
réaction, ont fait l’objet d’une attention toute particulière. Il en est de même du rendement de 
fonctionnalisation et de l’intégrité de la nouvelle fonction réactive introduite en extrémité de chaîne 
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ω. En effet, ces deux paramètres sont essentiels pour déterminer s’il est envisageable de poursuivre 
ultérieurement la croissance du bloc séquencé en vue d’obtenir une Génération 3.  
 
Figure IV-2 : Structure des 4 monomères hétéro-bifonctionnels : la cystéamine (A), l’homocystéine (B), la 
dibenzylcyclooctyne-amine (DBCO-NH2) (C) et la 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amine (ATODA) (D). 
II.1.1. Choix des monomères hétéro-bifonctionnels 
Dans le chapitre III, nous avons montré qu’il était possible d’introduire très efficacement une 
fonction ester activé sur l’extrémité ω d’un polymère PNAM par une aminolyse de son extrémité 
dithioester en thiol (Génération 0, G0-SH, Figure IV-3 a), suivie de l’addition par chimie thiol-ène d’un 
dérivé alcène de type acrylate (Génération 1, G1-NAS, Figure IV-3 b).  
Par la suite, ce polymère G1-NAS a servi de base pour l’addition de différentes unités hétéro-
bifonctionnelles conduisant à différents composés de Génération 2 (Figure IV-3 c, d, e et f). La 
cystéamine, l’homocystéine, la 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amine (ATODA) et la 
dibenzylcyclooctyne-amine (DBCO-NH2) ont été choisis à titre d’exemple. Dans chaque cas, la 
réaction a été réalisée en présence de DIPEA pour favoriser le rendement.  
Le choix de l’addition de la cystéamine et de l’homocystéine (Figure IV-2), aboutirait à un 
polymère de Génération 2 possédant à nouveau une extrémité thiol, comme pour l’homopolymère 
de Génération 0 (Générations n et n+2 avec la même fonction terminale). Tester l’addition de ces 
monomères permettrait de montrer qu’il est possible de synthétiser des polymères séquencés en 
alternant réaction thiol-ène et réaction ester activé/amine primaire (Figure IV-4). Ce cycle peut être 
répété pour introduire de manière contrôlée différents types de monomères. 
Dans le cas de l’homocystéine (qui comporte une fonction acide carboxylique en plus des 
fonctions thiol et amine primaire participant à la polymérisation par addition (Figure IV-3 d), l’objectif 
est de montrer la possibilité d’introduire des fonctionnalités latérales (ici, -COOH) au bloc polymère 
séquencé.  
A B C D
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Figure IV-3 : Synthèse des polymères de Génération 2 : a) 1-décylamine, DMPP, CHCl3 ; b) NAS, DMPP, CHCl3 ; c) 
cystéamine, DIPEA, DMPP, DMF anhydre ; d) DL-homocystéine,  DIPEA, DMPP, DMF/eau (80/20 : v/v) ; e) DBCO-
NH2, DIPEA, CHCl3 ; f) ATODA, DIPEA, CHCl3.  
 
Figure IV-4 : Représentation schématique des premières étapes de synthèse d’un polymère séquencé basées sur 
l’utilisation successive et alternée de la réaction thiol-ène et de la réaction ester activé/amine primaire. 
COONsuc correspond à une fonction ester activé par un groupe succinimide.  
Le choix de l’addition sur G1-NAS des composés ATODA et DBCO-NH2 (Figure IV-2), devrait 
conduire à des polymères terminés respectivement par une fonction azoture et une fonction alcyne 
contrainte (Figure IV-3 f et e). Ces fonctions sont très intéressantes car les réactions de chimie click 
alcyne/azoture permettent le couplage très efficace de différentes entités d’intérêts19-29. 
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L’utilisation du composé ATODA permettrait également d’illustrer la possibilité de coupler 
non seulement des monomères moléculaires, mais aussi des oligomères (ici, oligomère d’éthylène 
glycol), voire des blocs polymères hétéro-bifonctionnels.  
Dans le cas du composé DBCO-NH2, le groupe alcyne est activé par son incorporation dans un 
cycle à 8 carbones extrêmement contraint, ce qui conduit à de très bons rendements de couplage 
avec les azotures. De plus, ce type de chimie click s’affranchit de catalyseurs métalliques (Strain 
Promoted alkyne azide cycloaddition (SPAAC) ou “copper-free click reaction” en anglais)30-35. Ces 
derniers sont parfois difficiles à éliminer après réaction et peuvent engendrer des problèmes de 
toxicité dans le cadre d’applications biologiques. 
II.1.2. Synthèse et purification des polymères 
Dans tous les cas, les synthèses sont réalisées à température ambiante avec un excès de 
monomère hétéro-bifonctionnel (de deux équivalents par rapport aux extrémités ω des chaînes 
polymères). Nous avons volontairement choisi d’utiliser un faible excès pour montrer l’efficacité des 
réactions. Toutefois, quand il ne s’agit pas de monomères précieux, il est possible d’utiliser un large 
excès pour favoriser un couplage quantitatif, sachant que cet excès pourra ensuite être facilement 
éliminé lors de la purification (et éventuellement recyclé). Dans le cas de la cystéamine et de 
l’homocystéine, l’addition est réalisée en présence du réducteur DMPP pour éviter la formation de 
ponts disulfures. 
Tous les composés ont été purifiés par précipitation dans l’éther diéthylique. A l’instar des 
résines utilisées pour la synthèse de peptides, la présence de la chaîne polymère PNAM permet de 
simplifier grandement l’étape de purification. 
II.1.3. Caractérisation des extrémités de chaînes 
La caractérisation des modifications apportées sur les extrémités de chaîne polymère est 
souvent complexe et nécessite de confronter les résultats obtenus par plusieurs techniques 
analytiques indépendantes. Pour cette étude, les réactions ont été suivies par RMN 1H et par 
spectrométrie de masse MALDI-Tof. 
II.1.3.1. Limites de la caractérisation des extrémités de chaines 
 RMN 1H 
L’analyse RMN 1H peut permettre une évaluation qualitative et quantitative des extrémités 
de chaîne. Toutefois, les protons correspondants représentent une faible proportion de l’ensemble 
des protons du polymère, ce qui les rend souvent difficiles à détecter, d’autant plus avec 
l’augmentation de la masse molaire du polymère. De plus, les pics des protons des extrémités de 
chaîne se superposent souvent aux pics larges de la chaîne polymère. 
 MALDI-Tof 
L’analyse par spectrométrie de masse MALDI-Tof se limite à des chaînes polymères de faible 
masse molaire (inférieure à 10 000 g.mol-1) et permet surtout une évaluation qualitative, voire semi-
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quantitative, des extrémités de chaîne. En effet, celles-ci peuvent être impactées par des 
phénomènes de fragmentation dans le spectromètre et par des phénomènes de discrimination en 
fonction de leur nature.  
Il peut donc être difficile de déterminer si certaines sous-populations de chaînes observées 
sur les spectrogrammes correspondent à des chaînes effectivement présentes dans l’échantillon ou si 
elles sont générées lors de l’analyse. Cependant, le fait de réaliser plusieurs réactions successives sur 
la même chaîne polymère peut apporter des informations complémentaires. En effet, la comparaison 
des spectres de la Génération n avec ceux de la Génération n + 1 peut parfois permettre d’identifier 
les populations issues de phénomènes de fragmentation (ex : populations présentes sur le spectre de 
la Génération n qui n’apparaissent pas sur le spectre de la Génération n + 1 ou population dont 
l’intensité relative varie). Cela avait notamment été mis en évidence lors d’analyse de PNAM 
terminés par une extrémité dithiobenzoate pour lesquels une proportion variable d’extrémités de 
chaînes se fragmentait lors de l’analyse pour donner des chaînes terminées par un proton36, PNAM-
H.  
Par ailleurs, différents types de fragmentation sont possibles lors des analyses et ne 
conduisent pas nécessairement aux mêmes sous-populations37-39. D’une part, la fragmentation peut 
avoir lieu pendant l’étape de désorption/ionisation (sous l’effet du laser), auquel cas les différents 
fragments engendrés seront discriminés et présents sur le spectre au même titre que les chaînes non 
fragmentées. D’autre part, la fragmentation peut également avoir lieu pendant le temps de vol. Dans 
ce cas, les fragments conservent la même vitesse que l’ion parent. Ils sont donc peu détectables sur 
les analyses en mode linéaire. En revanche, ils conduisent (de manière très caractéristique) à des pics 
très peu résolus sur les spectres en mode réflectron.  
Dans le cadre de notre étude, l’addition successive de monomères conduit à différents types 
de liaisons intracaténaires (au sein du squelette polymère) (ex : liaison thio-éther, liaison amide, 
liaison triazole… autres que les liaisons C-C du PNAM). Ainsi, les polymères obtenus sont davantage 
susceptibles de subir des phénomènes de fragmentation lors de l’analyse MALDI-Tof. Ceci peut 
rendre la caractérisation des extrémités de chaîne assez délicate, surtout lorsque le nombre de 
générations augmente.  
 CES/DDL  
L’addition d’un monomère hétéro-bifonctionnel induit une variation de masse molaire 
généralement faible qu’il n’est pas possible de quantifier par analyse CES/DDL (résolution 
insuffisante). Toutefois, il est parfois possible de recueillir des preuves indirectes de l’addition. C’est 
notamment le cas, lorsque celle-ci conduit à une fonction thiol terminale. En effet, cette dernière est 
capable d’induire la formation de ponts disulfures qui entraine l’apparition d’un pic de chaînes 
doubles sur le chromatogramme. D’autre part, lorsque le monomère additionné porte un groupe 
optiquement actif (chromophore, aromatique…), l’utilisation de la CES couplée à un détecteur UV-
visible permet de confirmer si le composé absorbe à la longueur d’onde correspondante.   
II.1.3.2. Caractérisation des polymères de Génération 2 par RMN 1H 
Le spectre RMN 1H du composé initial G1-NAS, déjà présenté dans le Chapitre III, fait office 
de référence (Figure IV-5 A) pour l’analyse des différents polymères de Génération 2. Pour rappel, 
suite à l’addition du NAS par réaction thiol-ène, un singulet correspondant aux protons du cycle 
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succinimide (7) est observé à 2,82 ppm, le CH2 en α de l’atome de soufre (5) apparaît à 2,86 ppm et le 
CH2 en α de la fonction ester (6) est superposé au pic des CH du squelette du PNAM (3).  
D’une manière générale, les pics larges attribués aux unités NAM (entre 1 ppm et 4,2 ppm) et 
les signaux correspondant au groupe tBu de l’extrémité α (0,77 – 0,85 ppm) sont communs à tous les 
spectres.  
Pour chacun des polymères de Génération 2 (G2-cystéamine, G2-homocystéine, G2-ATODA 
et G2-DBCO), le pic correspondant aux protons du cycle succinimide à 2,82 ppm disparait 
complètement. Le pic des protons du CH2 en α du soufre (5) est parfois superposé au pic large des 
protons CH du squelette polymère (3).  
 
Figure IV-5 : Spectres RMN 1H (300 mHz, CDCl3) du composé initial G1-NAS (A) et des composés G2-cystéamine 
(B), G2-homocystéine (C), G2-DBCO (D), et G2-ATODA (E). 
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En parallèle, certains pics caractéristiques des composés G2-ATODA (Figure IV-5 E) et G2-
DBCO (Figure IV-5 D) apparaissent clairement. Pour le spectre de G2-ATODA, il s’agit du pic à 3,4 ppm 
attribué aux protons du CH2 en α de l’azoture (12) ; pour le spectre de G2-DBCO, ce sont les pics à 5,1 
ppm (proton 10), 6 – 6,4 ppm (proton amide, 7) et 7,2 – 7,8 ppm (protons aromatiques, 11 et 12). La 
largeur de ces pics (plus importante que pour les monomères correspondants et caractéristique des 
protons de groupes ayant une faible mobilité) est un argument supplémentaire confirmant l’addition 
sur le polymère. Il en est de même pour le composé G2-homocystéine, avec l’apparition du pic 
correspondant au CH en α de la fonction acide carboxylique (8). 
Le rendement de fonctionnalisation peut être estimé en comparant l’intégrale des pics 
caractéristiques des extrémités issues de l’homocystéine (proton 8), l’ATODA (protons 7 et 12) et du 
DBCO (protons 7, 10 et 12) à celle correspondant aux extrémités α-tBu (Tableau IV-2 dans Chapitre 
IV, II.1.3.3) et cela donne des résultats très élevés (> 99%). 
Pour le polymère G2-cystéamine, les pics des extrémités de chaîne ω sont superposés aux 
pics du polymère. Même si le couplage semble efficace, le rendement de fonctionnalisation n’a donc 
pas pu être quantifié à partir de ce spectre.  
II.1.3.3.  Caractérisation des polymères de Génération 2 par MALDI-Tof 
Les analyses par spectrométrie de masse MALDI-Tof ont été réalisées par Catherine 
Ladavière (IMP, Lyon). Ces analyses (Tableau IV-2, Figures IV-6 et IV-7), confirment l’efficacité de 
l’addition du monomère hétéro-bifonctionnel et l’obtention des composés de Génération 2 attendus, 
en accord avec les analyses RMN 1H. Dans tous les cas, les composés de Génération 2 représentent la 
population majoritaire (cationisation Na+ en mode réflectron positif). Aucune population 
correspondant au composé G1-NAS initial ou au produit résultant de l’hydrolyse de sa fonction ester 
activé en acide carboxylique n’est observée. Les populations minoritaires observées sont attribuées 
le plus souvent à des produits issus de phénomènes de fragmentation au sein du spectromètre.   
Tableau IV-2 : Caractérisation par RMN 1H et par spectrométrie de masse MALDI-Tof des différentes 
fonctionnalisations de l’extrémité ω des polymères de Génération 1 et 2. 
Nature DPn 
MALDI-Tof 
(m/z du DP = DPn) Rendement de 
fonctionnalisation 
d’après RMN 1H (%) 
Rendement 
de 
récupération 
(%) 
Formule Brute (M + 
Na)+ 
calculé 
(M + 
Na)+ 
mesuré 
G1-NAS 22 3385,8 3386,0 100 92 C4H9(C7H11NO2)22C7H8NO4S 
G1-NAS 31 4655,5 4655,3  95 93 C4H9(C7H11NO2)31C7H8NO4S 
G2-cysteamine 31 4617,5 4617,5 ? 95 C4H9(C7H11NO2)31C5H10NOS2 
G2-
homocysteine 
22 3405,8 3406,0  99 90 C4H9(C7H11NO2)22C7H12NO3S2 
G2-ATODA 22 3488,9 3488,7  99 96 C4H9(C7H11NO2)22C11H21N4O4S 
G2-DBCO 22 3546,9 3546,8  99 97 C4H9(C7H11NO2)22C21H19N2O2S 
DPn est le degré de polymérisation moyen en nombre du PNAM-DT initial. 
Le rendement de fonctionnalisation d’après RMN 1H correspond à l’estimation de l’efficacité de l’addition en 
comparant les intégrales des pics caractéristiques de l’extrémité ω et de l’extrémité α (groupe tBu). 
Le rendement de récupération correspond à la comparaison du nombre de moles de produit obtenu par 
rapport au nombre de moles de polymère initial. 
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Figure IV-6 : Spectres MALDI-Tof en mode réflectron du composé initial G1-NAS (positif) (A), des produits G2-
cystéamine (positif) (B), G2-homocystéine (positif) (C) et (négatif) (D). Les flèches indiquent les pics 
correspondant au composé attendu pour DP22 : rouge (M + Na)+, verte (M + K)+ et violette (M - H)-. Le triangle 
rouge indique une population (M(COONa) + Na)+ et le triangle bleu correspond aux populations (M(COONa) + 
K)+ et (M(COOK) + Na)+ pour le composé G2-homocystéine. Les étoiles noires indiquent des pics issus de 
fragmentations lors de l’analyse (pendant le temps de vol). Les points noirs indiquent les populations non 
identifiées. 
4300 4410 4520 4630 4740 4850
M ass (m/z )
0
1017.8
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
%
 I
n
te
n
s
it
y
V oyager  S pec #1 MC=>NR(2.00)=>BC[BP = 867.5, 3856]
4478.3
4761.44619.44338.2
4762.4
4621.3
4339.3 4763.44477.4 4622.3
4336.3
4807.9
4525.8 4776.44646.44384.8 4482.2 4666.74506.04363.34341.2 4634.3 4810.44718.34503.44355.9 4435.8 4758.44335.3 4578.3 4669.94497.8 4617.34476.5
4716.64640.2
4750.3
4574.5 4826.24465.94405.54315.4
3100 3280 3460 3640 3820 4000
Mass (m/z)
0
3504.9
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
%
 In
te
n
si
ty
Voyager Spec #1=>MC=>BC=>NR(2.00)[BP = 2964.8, 3582]
3105.9
3247.0
3388.03106.9
3248.0
3104.9 3389.1
3529.13246.0
3530.1
3387.1
3670.2
3249.03107.9
3528.1 3811.33390.0
3669.2
3953.33813.2
3108.9 3391.0 3532.13249.9 3954.3
3673.23245.0 3386.1
3814.33527.2
3955.33668.33116.9 3391.93250.9 3533.0
3809.33400.03262.03185.93115.9 3327.8 3540.1 3956.23467.8 3685.13608.13131.9 3263.8 3822.33749.63179.8 3320.9 3405.0 3546.0 3957.03462.0 3889.13591.0 3689.23288.93141.7 3732.53217.0 3820.43358.1 3620.33432.1 3517.3 3856.13653.1 3941.5
3100 3280 3460 3640 3820 4000
M ass ( m/ z)
0
4308. 6
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
%
 I
nt
en
si
ty
Voyager Spec #1=>MC=>NR(2.00)[BP = 2842.6,  4333]
3266. 93124. 8
3147. 8 3408. 0
3146. 8 3406. 9
3549. 0
3428. 93287. 9
3571. 03408. 9
3289. 8 3548. 03126. 8 3690. 1
3550. 03148. 8 3430. 9
3691. 13572. 0
3689. 1
3831. 23123. 8
3409. 9
3268. 93145. 8
3431. 93290. 8 3830. 13573. 0 3692. 1 3854. 1 3972. 23127. 7
3406. 0 3714. 0
3547. 0 3833. 1 3971. 2
3855. 13710. 1
3432. 8 3974. 2
3573. 93269. 8 3693. 03150. 7
3829. 23282. 8 3422. 9 3856. 13141. 8 3553. 0
3218. 9 3412. 9 3694. 13272. 8 3975. 23565. 93163. 73136. 7 3359. 03303. 8 3417. 9 3501. 0 3835. 13642. 13445. 9 3585. 9 3700. 13151. 6 3298. 9 3561. 03360. 9 3727. 13422. 0 3848. 13219. 9 3446. 9 3587. 93273. 8 3697. 03561. 93297. 8 3357. 93186. 9 3502. 0 3643. 13156. 8 3420. 93328. 0 3783. 1 3865. 13726. 03220. 8 3588. 9 3924. 33698. 13499. 13186. 0
3100 3280 3460 3640 3820 4000
M ass (m/z )
0
3304.7
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
%
 I
n
te
n
s
it
y
V oyager  S pec #1 MC=>NR(2.00)[BP = 2959.6, 3373]
3100.7
3242.7
3241.8
3383.8
3243.7 3382.8 3524.9
3102.7
3523.9
3665.9
3665.0 3807.0
3244.7
3808.03103.7 3385.8
3526.93381.8 3806.03667.9 3949.13206.7
3809.0
3245.7 3522.93347.8 3386.83104.6 3947.13664.03488.8
3349.2 3629.9
3810.03112.7 3387.7 3771.23246.6 3951.13528.83114.7 3491.4 3669.93393.8 3912.43811.03148.8 3951.93289.83247.6 3430.9 3529.8 3677.93218.1 3351.8 3573.0 3811.83147.7 3500.03293.7 3713.0 3952.93429.9 3574.7 3781.33335.7 3855.03644.43476.2 3739.0
D)
C)
B)
A)
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
233 
 
 
Figure IV-7 : Spectres MALDI-Tof en mode réflectron du composé initial G1-NAS (positif) (A), des produits G2-
DBCO (positif) (E) et G2-ATODA (positif) (F). Les flèches indiquent les pics correspondant au composé attendu 
pour DP22 : rouge (M + Na)+ et verte (M + K)+. Les étoiles indiquent des pics issus de fragmentations pendant 
l’analyse : bleue (fragmentation de l’hétérocycle DBCO) et noire (fragmentation pendant le temps de vol). Le 
point noir indique des populations non identifiées. 
 Il est important de noter que les pics de faible intensité non attribués sur le spectre du 
polymère G1-NAS (point noir, Figures IV-6 A et IV-7 A) ne se retrouvent sur aucun des spectres des 
composés de la Génération 2, suggérant qu’il s’agit de produits de fragmentation dans le 
spectromètre. 
Les analyses par spectrométrie de masse MALDI-Tof des produits G2-cystéamine et G2-
homocystéine peuvent être délicates à cause des extrémités thiol. En effet, des travaux antérieurs 
ont démontré que des homopolymères PNAM-SH de faibles masses molaires (Figure IV-3, Génération 
0), sont capables de former des ponts disulfures lors de la préparation des échantillons36. Ainsi, 
comme illustré par le spectre en mode linéaire du polymère PNAM-SH (G0-SH, DPn= 31, Figure IV-8 
A), deux distributions sont généralement observées :  
 Une distribution « basse » (distribution 1, allant de 1 500 à 6 500 m/z et centrée vers 4 200 
m/z) dans la gamme de masse molaire attendue pour l’échantillon PNAM-SH, mais 
caractérisée par plusieurs sous-populations dont l’espèce attendue.  
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 Une distribution « haute » (distribution 2 allant de 5 700 à 11 200 m/z et centrée vers 8 
500 m/z) qui correspond à des chaînes doubles PNAM-S-S-PNAM, et caractérisée par 
l’absence d’autres sous-populations.  
Il avait été mis en évidence que la très grande majorité des chaînes de PNAM-SH forment des 
chaînes doubles PNAM-S-S-PNAM dans ces conditions d’analyse. En revanche, la distribution 
« haute » correspondant à ces chaînes doubles a systématiquement une proportion relative 
nettement inférieure à celle de la distribution « basse », voire n’est parfois pas détectée. Ceci est dû 
à un phénomène de discrimination des masses molaires36. En effet, les chaînes doubles sont 
beaucoup moins bien désorbées/ionisées que les chaînes simples de plus faibles masses molaires. De 
ce fait, même si les chaînes simples sont minoritaires, la distribution « basse » (regroupant aussi des 
produits de fragmentation des chaînes doubles) apparaît très prépondérante.  
Ces analyses peuvent donc être trompeuses et ne pas refléter la réalité des échantillons 
synthétisés.  
 
Figure IV-8 : Spectres MALDI-Tof en mode linéaire positif du polymère G0-SH (A, DPn=31), du polymère G2-
cystéamine (B, DPn=31) et du polymère G2-homocystéine (C, DPn=22). 
L’analyse du composé G2-cystéamine (Figure IV-6 B et Figure IV-8 B) semble impactée par ce 
phénomène. Le faible rapport signal/bruit du spectre en mode linéaire (forte déformation de la ligne 
de base) semble indiquer qu’une grande proportion du composé a donné lieu à la formation de 
chaînes doubles non détectées (du fait de leur masse molaire plus élevée). Il est donc probable que la 
population de chaînes simples observée ne soit pas représentative de l’échantillon. La formation de 
ponts disulfures a pu être confirmée par analyse CES/DDL du même échantillon (Annexe 12), ce qui 
constitue une preuve indirecte de l’introduction d’une extrémité thiol sur le composé G2-cystéamine. 
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De manière intéressante, la situation est différente dans le cas du polymère G2-homocystéine. 
Les chaînes polymères ont moins tendance à former des ponts disulfures, comme confirmé par 
analyse CES/DDL (Annexe 12). De plus, le spectre en mode linéaire présente un très bon rapport 
signal/bruit (Figure IV-8 C). Il est probable que cette différence soit due au groupe acide carboxylique 
de l’homocystéine qui empêcherait (ou limiterait) la formation de ponts disulfures.  
Même si cela devrait faciliter l’analyse du spectre en mode réflectron positif (Figure IV-6 C), 
celle-ci est rendue complexe à cause du groupe acide carboxylique qui induit six types de 
cationisations : (M(COOH) + Na)+, (M(COOH) + K)+, (M(COONa) + Na)+, (M(COONa) + K)+, (M(COOK) + 
Na)+ et (M(COOK) + K)+. Cinq de ces populations sont effectivement détectées (sauf la population 
(M(COOK) + K)+, pas suffisamment abondante pour se démarquer du bruit de fond). Ceci est un 
argument fortement en faveur de la formation du composé G2-homocystéine attendu. 
D’autre part, une analyse en mode réflectron négatif a également pu être réalisée car le 
composé G2-homocystéine comporte deux fonctions possédant un proton labile (acide carboxylique 
et thiol). Cette analyse fournit un spectre plus simple (Figure IV-6 D) avec une population (M - H)- 
(correspondant à M(COOH)S- ou M(COO-)SH, flèche violette) très majoritaire correspondant au 
composé attendu. Elle confirme également l’absence de produit d’hydrolyse du polymère G1-NAS. 
Les pics minoritaires (probablement dus à de la fragmentation) n’ont pas pu être attribués. Par cette 
analyse en mode réflectron négatif, seules les chaînes susceptibles d’être anionisées sont détectées.  
 Pour les composés G2-DBCO et G2-ATODA, les pics correspondant aux populations 
minoritaires sont très probablement dus à des phénomènes de fragmentation pendant l’analyse 
(Figure IV-7 E et F, étoiles noires : fragmentation pendant le temps de vol (pics peu résolus) ; étoile 
bleue : fragmentation pendant l’étape de désorption/ionisation). L’hétérocycle du DBCO est très 
tendu et donc relativement fragile, ce qui laisse supposer qu’il est très certainement impliqué dans 
des phénomènes de fragmentation. Pour l’ATODA, la fragmentation concerne sans doute la fonction 
azoture qui apparaît comme l’élément le plus fragile de sa structure. La faible résolution des pics de 
fragmentation semble indiquer que cette dernière a lieu principalement pendant le temps de vol et 
empêche toute identification des sous-produits.     
 En résumé, les analyses RMN 1H et MALDI-Tof réalisées sur les composés de Génération 2 
sont en accord avec les structures attendues et confirment l’efficacité des différentes additions de 
monomères hétéro-bifonctionnels testées. Par conséquent, cela nous a encouragé à étendre cette 
stratégie à la synthèse de composés de Génération 3.   
II.2. Synthèse des polymères de Génération 3 
Pour compléter les premières preuves de concept obtenues avec la synthèse de composés de 
Génération 2, il était donc tout à fait pertinent d’étudier la faisabilité de la synthèse de composés de 
Génération 3.  
Pour cela, deux monomères hétéro-bifonctionnels porteurs d’une fonction azoture ont été 
couplés via une réaction de chimie click de type SPAAC sur le composé G2-DBCO porteur d’une 
fonction alcyne contrainte. Le monomère ATODA est à nouveau utilisé ici et permet d’aboutir à un 
composé de Génération 3 porteur d’une fonction terminale amine primaire (Figure IV-9 e1)). L’autre 
monomère hétéro-bifonctionnel testé est l’acide 15-azido-4,7,10,13-tétraoxapentadécanoic N-
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
236 
 
succinimidyl ester (ATONSE) dont la structure est proche de l’ATODA mais conduisant à un composé 
de Génération 3 porteur d’une fonction terminale ester activé (Figure  IV-9 e2)).  
 
Figure IV-9 : Synthèse des composés de Génération 3 à partir du composé G2-DBCO : e1) ATODA, CHCl3 ; e2) 
ATONSE, CHCl3.  
Les deux synthèses ont été réalisées avec un excès en azoture de cinq équivalents par 
rapport aux chaînes polymères afin de favoriser un couplage quantitatif. Les composés ont été 
purifiés par précipitation dans l’éther diéthylique. 
II.2.1. Caractérisation des polymères de Génération 3 par RMN 1H 
L’efficacité de l’addition de l’ATODA et de l’ATONSE sur le polymère G2-DBCO a été évaluée 
par la comparaison des spectres RMN 1H avant et après addition (Figure IV-11). Dans les deux cas, 
après réaction, les pics caractéristiques du groupe DBCO qui ne sont pas superposés aux massifs du 
polymère (comme les pics des protons aromatiques au-delà de 7 ppm (11 et 12) par exemple) sont 
modifiés de manière similaire. Ils prennent une forme plus complexe de multiplet, ce qui a été 
attribué à la formation d’isomères conformationnels (Figure IV-10)30. De plus, le pic à 5,1 ppm sur le 
spectre du composé initial G2-DBCO (correspondant à un des deux protons notés 10, Figure IV-11 A) 
se déplace à 4,4 – 4,6 ppm après réaction. 
 
Figure IV-10 : Structure des isomères conformationnels résultant de la réaction entre le composé cyclooctyne 
(R1-DBCO) et l’azoture (N3-R2). 
e1 e2
G2-DBCO
G3-ATONSEG3-ATODA
Génération 3
Génération 2
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Figure IV-11 : Spectres RMN 1H (300 mHz, CDCl3) des composés G2-DBCO (A), G3-ATODA (B) et G3-ATONSE (C).  
Dans le cas du composé G3-ATONSE, un pic correspondant aux protons du cycle succinimide 
apparait à 2,8 ppm, comme attendu. De plus, les valeurs d’intégrales indiquent que les protons de la 
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chaine oligoéthylène glycol (notés 13, 14, 15 et 16) sont superposés aux massifs larges du polymère 
G2-DBCO. L’ensemble de ces observations confirme l’addition de l’ATONSE sur le polymère G2-DBCO. 
Cette addition semble quantitative comme l’indique la disparition totale du pic à 5,1 ppm et la 
comparaison de l’intégrale du pic à 2,8 ppm avec l’intégrale des pics à 0,77-0,85 ppm (protons tBu, 1) 
(Tableau IV-3 dans Chapitre IV, II.2.2).  
Pour le polymère G3-ATODA, les pics correspondant aux protons caractéristiques de l’unité 
ATODA sont superposés aux massifs larges du polymère G2-DBCO. Toutefois, d’après les valeurs 
d’intégrales et par analogie à ce qui a été observé sur le spectre du polymère G3-ATONSE (disparition 
de pic à 5,1 ppm et modification des pics de DBCO), l’addition est également considérée comme très 
efficace dans ce cas. 
II.2.2. Caractérisation des polymères de Génération 3 par MALDI-Tof 
Les analyses par spectrométrie de masse MALDI-Tof confirment les résultats des analyses par 
RMN 1H. En effet, les spectres des composés G3-ATODA et G3-ATONSE (respectivement B et C, Figure 
IV-12 et Tableau IV-3), présentent quasiment uniquement des pics attribués aux produits attendus. 
Aucun pic correspondant au polymère G2-DBCO initial n’est observé. Une population secondaire (de 
même nature) est cependant présente sur chacun des spectres (étoile bleue). Bien que sa structure 
n’ait pas encore été identifiée, elle résulte très probablement d’une fragmentation lors de l’analyse 
au niveau de l’hétérocycle à 8 atomes (commun à chacun des polymères). Par ailleurs, la population 
secondaire désignée par une étoile noire sur le spectre du polymère G2-DBCO (Figure IV-12 A) n’est 
pas présente sur les spectres de la Génération 3 (Figure IV-12 B et C). Cela indique qu’elle correspond 
probablement à un produit de fragmentation (pendant le temps de vol d’après la très faible 
résolution du pic). 
Tableau IV-3 : Caractérisation par RMN 1H et par spectrométrie de masse MALDI-Tof des différentes 
fonctionnalisations de l’extrémité ω des polymères de Génération 2 et 3. 
Nature DPn 
MALDI-Tof 
(m/z du DP = DPn) 
Rendement de 
fonctionnalisation 
d’après RMN 1H 
(%) 
Rendement 
de 
récupération 
(%) 
Formule Brute 
(M + Na)+ 
calculé 
(M + Na)+ 
mesuré 
G2-DBCO 22 3546.9 3546.8 99 97 C4H9(C7H11NO2)22C21H19N2O2S 
G3-ATODA 22 3765.1 3765.0 100* 88 C4H9(C7H11NO2)22C29H37N6O5S 
G3-
ATONSE 
22 3935.1 3935.5 100 98 C4H9(C7H11NO2)22C36H43N6O10S 
DPn est le degré de polymérisation moyen en nombre du PNAM-DT initial. 
Le rendement de fonctionnalisation d’après RMN 1H correspond à l’estimation de l’efficacité de l’addition en 
comparant les intégrales des pics caractéristiques de l’extrémité ω et de l’extrémité α (groupe tBu). 
*Basé sur la disparition totale du pic à 5,1 ppm (1H noté 10, en α du N de l’hétérocycle à 8 atomes).  
Le rendement de récupération correspond à la comparaison du nombre de moles de produit obtenu par 
rapport au nombre de moles de polymère initial. 
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Figure IV-12 : Spectres MALDI-Tof (mode réflectron positif) des composés G2-DBCO (A), G3-ATODA (B) et G3-
ATONSE (C). Les flèches indiquent les pics correspondant au composé attendu pour DP22 : rouge (M + Na)+ et 
verte (M + K)+. Les étoiles indiquent des pics issus de fragmentations : bleue (fragmentation de l’hétérocycle à 8 
atomes) et noire (fragmentation dans le tube de vol). 
II.3. Discussion 
Les analyses RMN 1H et MALDI-Tof sont cohérentes et indiquent une addition efficace pour 
l’ensemble des polymères de Génération 2 et 3. Toutefois, la quantification précise du rendement de 
fonctionnalisation se heurte aux limitations des techniques d’analyse des extrémités de chaînes 
polymères.  
Les analyses RMN 1H peuvent permettre une estimation du taux de fonctionnalisation 
lorsque des signaux caractéristiques des extrémités de chaîne sont isolés des massifs larges du 
polymère et/ou peuvent être intégrés précisément. Cependant, ces estimations deviennent plus 
difficiles au fur et à mesure de l’allongement de la chaîne. 
Les analyses MALDI-Tof confirment l’obtention des polymères ω-fonctionnels attendus. 
Toutefois, les phénomènes de fragmentation (souvent complexes) permettent difficilement de savoir 
si les populations secondaires observées sont effectivement présentes dans l’échantillon synthétisé 
ou si elles ont été formées pendant l’analyse.  
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Le développement d’autres méthodes complémentaires permettant d’estimer le rendement 
de fonctionnalisation des chaînes polymères à chaque étape serait donc bénéfique, comme 
l’utilisation de monomères fluorescents ou le marquage des monomères avec des isotopes 
spécifiques. 
III. Conclusions et perspectives du chapitre IV 
Nous avons développé une nouvelle stratégie de synthèse de polymères séquencés par 
addition successive de monomères hétéro-bifonctionnels en utilisant des réactions chimiques très 
efficaces, sélectives et orthogonales. En comptant le polymère, quatre motifs ont pu être couplés 
dans un ordre précis et de manière efficace tout en s’affranchissant d’étapes de 
protection/déprotection. Les réactions thiol-ène, amine primaire/ester activé et azoture/alcyne 
utilisées pour ces premiers essais ont abouti à des rendements de couplage quasi-quantitatifs, en 
employant un faible excès de monomère hétéro-bifonctionnel (2 ou 5 équivalents par rapport aux 
extrémités de chaînes polymères). De plus, la présence du polymère permet une purification simple 
(précipitation dans l’éther diéthylique) et efficace.  
De manière générale, la synthèse de polymères séquencés par additions successives de 
monomères hétéro-bifonctionnels présente les avantages suivants : 
- variation et contrôle, à l’unité près, de l’enchaînement des unités monomères constituant le 
squelette du polymère. L’étude pourrait être approfondie en tentant de synthétiser des 
chaînes séquencées avec un nombre plus important de monomères hétéro-bifonctionnels et 
en variant davantage la nature et la taille des monomères (petites molécules, oligomères, 
blocs polymères). 
- variation et contrôle de l’enchaînement des groupements en position latérale des chaînes 
polymères. En effet, l’introduction de fonctions (n’interférant pas avec les réactions 
d’addition de monomères) en position latérale est envisageable, comme l’illustre l’exemple 
faisant intervenir l’homocystéine, et peut apporter davantage de fonctionnalité à la chaîne 
séquencée.    
- absence de cycles de protection/déprotection des monomères. 
- limitation des réactions de couplage irréversible entre extrémités de chaînes polymères. 
- le cas échéant, addition de plusieurs unités monomères sans purification intermédiaire. 
- flexibilité au niveau des conditions expérimentales (température, solvant organique ou 
milieux aqueux…). Les premiers essais présentés dans cette étude ont tous été réalisés à 
température ambiante mais une augmentation de la température est envisageable pour 
favoriser des rendements quantitatifs (notamment pour favoriser l’accessibilité de 
l’extrémité de la chaine polymère en croissance quand la taille du polymère est importante 
ou quand les monomères hétéro-bifonctionnels à additionner sont des chaînes polymères) 
- utilisation d’un grand nombre de réactions de couplage (exemple : réactions de type click). 
Les réactions thiol-ène, ester activé/amine primaire et alcyne/azoture ont déjà montré leur 
efficacité dans ce contexte mais d’autres réactions pourraient être envisagées 
(amine/isocyanate, amine/azlactone, amine/époxyde, thiol/époxyde, phosphine/azoture, 
oxyamine/aldéhyde, hydrazide/aldéhyde, trans-cyclooctène/tétrazine, haloacyl/thiol…). 
- utilisation d’un premier motif comportant une chaîne polymère ou couplé à une résine 
(Merrifield, Wang…) ou à un substrat pour faciliter les étapes de purification. 
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- contrôle des extrémités de chaîne polymère en vue du couplage d’entités d’intérêt. Les 
essais réalisés ont déjà permis d’obtenir des extrémités ω de type thiol, amine primaire, 
ester activé, alcyne activé et azoture. De nombreuses autres fonctions réactives pourraient 
être introduites puis évaluées pour le couplage d’entités d’intérêt ou pour l’immobilisation 
sur support, comme par exemple les fonctions isocyanate, azlactone, époxyde, oxyamine, 
hydrazide.   
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Conclusions et perspectives générales 
 Ces travaux de thèse ont été consacrés au développement de sondes polymères 
fluorescentes présentant une biospécificité et des propriétés de ciblage améliorées. Deux 
applications principales ont été étudiées : le ciblage de tumeurs cancéreuses in vivo et le marquage 
de protéines d’intérêt dédié à des études in cellulo.  
 Les sondes polymères biocompatibles ont été synthétisées par polymérisation radicalaire 
contrôlée RAFT ce qui permet un excellent contrôle de nombreux paramètres comme la masse 
molaire, la dispersité et la fonctionnalité des extrémités de chaîne. En effet, des études antérieures 
avaient montré que le couplage de plusieurs fluorophores (même hydrophobes) sur des copolymères 
P(NAM-stat-NAS) bien définis permettait d’améliorer significativement la solubilité en milieu aqueux, 
la brillance et la résistance au photo-blanchiment des sondes.  
 Pour la première application (Chapitre II), des sondes polymères fluorescentes ont été 
élaborées afin de cibler l’angiogénèse tumorale. Pour cela, des systèmes de ciblage multivalents à 
deux niveaux ont été développés en combinant les polymères avec des clusters de ligands 
peptidiques Raft(cRGD)4 (collaboration avec l’équipe de Didier Boturyn, Département de Chimie 
Moléculaire de l’Université Joseph Fourier à Grenoble). Ces clusters tétramériques présentent 4 
ligands RGD cycliques, de type cyclopentapeptides c[-RGDfK-], capables de se lier sélectivement et 
avec une très forte affinité à l’intégrine αVβ3, protéine transmembranaire surexprimée à la surface de 
cellules du microenvironnement tumoral dans un grand nombre de cancers. Deux types de sondes 
ont été envisagés. Premièrement, des conjugués linéaires pour lesquels un nombre contrôlé de 
clusters et de fluorophores ont été couplés en position latérale le long de la chaîne polymère. 
Deuxièmement, des systèmes nanoparticulaires « chevelus » abritant les fluorophores en leur cœur 
hydrophobe et arborant des clusters peptidiques en périphérie de leur couronne, à l’extrémité des 
cheveux polymères. Après synthèse et caractérisation, ces systèmes ont fait l’objet d’évaluations 
biologiques in vitro avant d’envisager leur évaluation in vivo (collaboration avec l’équipe de Jean-Luc 
Coll, Institut Albert Bonniot, Grenoble). 
En ce qui concerne les conjugués linéaires, afin d’évaluer si le couplage de plusieurs clusters 
peptidiques sur une même chaîne polymère pouvait induire une augmentation de l’affinité pour les 
intégrines αVβ3, 4 conjugués polymère-clusters peptidiques ont été synthétisés à partir d’un 
copolymère P(NAM-stat-NAS) de 60 000 g.mol-1. Ils possèdent un nombre moyen de clusters par 
chaîne allant de 0 à 6 (déterminé par RMN 1H). Le couplage des clusters peptidiques sur le 
copolymère a été réalisé par réaction entre la fonction amine primaire du cluster et les fonctions 
esters activés du copolymère avec un rendement de 60%. Des essais in vitro d’inhibition de 
l’adhésion cellulaire à la vitronectine ont ensuite permis de quantifier l’affinité de ces conjugués pour 
les intégrines αVβ3. Il a été montré que la présentation multivalente des clusters peptidiques le long 
de la chaîne polymère permet d’augmenter considérablement cette affinité (un conjugué porteur de 
4 clusters par chaîne en moyenne a une affinité 23 fois supérieure à celle du cluster seul). Cette 
amélioration significative a été attribuée à l’augmentation de la concentration locale en motif cRGD, 
probablement associée à des effets coopératifs et à un effet de clusterisation des intégrines permis 
par la masse molaire importante du squelette polymère. L’évaluation in vitro des sondes polymères a 
également été complétée par des études de spécificité et de sélectivité (par microscopie confocale et 
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cytométrie en flux) après incubation de conjugués fluorescents dans le rouge-lointain/proche infra-
rouge (marqués par la Cyanine5.5) avec plusieurs lignées cellulaires présentant différents niveaux 
d’expression de l’intégrine αVβ3. Les résultats indiquent une internalisation cellulaire des sondes 
polymères ainsi qu’un marquage très préférentiel pour les cellules sur-exprimant les intégrines αVβ3. 
De plus, les sondes polymères offrent un marquage plus sensible que le cluster peptidique libre, 
attribué à leur brillance plus élevée et à leur affinité accrue pour l’intégrine αVβ3, tout en conservant 
une sélectivité comparable. Des évaluations in vivo visant à déterminer la biodistribution de ces 
conjugués linéaires sont en cours.  
Concernant les nanoparticules chevelues, elles possèdent une structure plus sophistiquée 
permettant une meilleure séparation des éléments de détection (fluorophores, dans le cœur de la 
nanoparticule) et des éléments de reconnaissance (clusters peptidiques, en périphérie de la 
couronne). Pour faciliter la synthèse contrôlée d’une structure aussi complexe, nous avons choisi 
d’utiliser le procédé PISA RAFT (Auto-assemblage induit par polymérisation RAFT). Les nanoparticules 
sont constituées de copolymères à blocs amphiphiles de PNAM-b-PnBA. Après optimisation des 
principaux paramètres (rapport macroATC/amorceur, [macroATC], Mn du macroATC, rapport 
hydrophobe/hydrophile du copolymère à blocs), nous avons pu obtenir des nanoparticules chevelues 
sphériques, avec un diamètre hydrodynamique moyen dans la gamme de 20 à 250 nm, pour 
lesquelles il est possible de faire varier le diamètre du cœur et l’épaisseur de la couronne. Pour 
assurer la stabilité des nanoparticules, le cœur de PnBA peut être réticulé par le 1,4-butanediol 
diacrylate qui n’a pas d’influence significative sur la synthèse et sur la taille des nanoparticules si son 
pourcentage molaire reste inférieur à 10%. Le marquage fluorescent est réalisé par copolymérisation 
du nBA avec un monomère fluorescent hydrophobe (dérivé de la Cyanine5.5) ou des réticulants 
émettant dans le proche-infragouge (Collaboration avec l’équipe de Jose-Paulo Farinha et Carlos 
Baleizao, Instituto Superior Tecnico, Lisbonne) au sein du cœur de la nanoparticule.  
Afin de fonctionnaliser les nanoparticules avec des clusters peptidiques, un nouvel ATC 
fonctionnel, l’ATC-Raft(cRGD)4, a tout d’abord été synthétisé par couplage du cluster sur un ATC 
précurseur (SEDB). La mise au point de la purification par HPLC préparative phase inverse a permis 
d’atteindre une excellente pureté mais un rendement massique relativement faible de 39%. Pour 
obtenir un polymère PNAM porteur du cluster en extrémité α, ce nouvel ATC-Raft(cRGD)4 a ensuite 
été utilisé pour contrôler l’homopolymérisation RAFT du monomère NAM. La caractérisation du 
polymère obtenu par RMN 1H et RMN DOSY a permis de déterminer sa masse molaire et de 
confirmer la présence du cluster peptidique en extrémité de chaîne polymère. Enfin, la 
fonctionnalisation des nanoparticules par le cluster peptidique a été effectuée en utilisant ces 
chaînes PNAM α-fonctionnelles comme macroATC lors du procédé PISA. Ainsi, des nanoparticules (Dh 
≈ 50 nm) fluorescentes (Cyanine5.5), possédant un cœur réticulé et des densités différentes en 
clusters peptidiques (estimation d’un nombre moyen de clusters par nanoparticule de 6 à 28) à leur 
périphérie ont pu être obtenues.  
Des évaluations biologiques in vitro et in vivo, similaires à celles réalisées avec les sondes 
polymères linéaires sont en cours. Lors de ces études, il sera particulièrement intéressant de 
comparer l’affinité des nanoparticules pour les intégrines αVβ3 en fonction de la densité en clusters 
peptidiques présents à leur périphérie et de comparer la biodistribution in vivo des nanoparticules 
(de taille plus élevée) par rapport à celle des conjugués linéaires.   
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En ce qui concerne la deuxième application développée lors de cette thèse, visant à réaliser 
un marquage de protéines par des sondes polymères α- ou ω-fonctionnelles (couplage orienté) en 
vue d’études d’imagerie optique in cellulo (Chapitre III), deux stratégies ont été explorées.  
La première a consisté à introduire une fonction ester activé en extrémité ω de conjugués 
linéaires polymère-fluorophores afin de réaliser un marquage de protéines natives par couplage 
covalent avec les fonctions amines primaires de leurs résidus lysines. La stratégie de synthèse mise 
en place tire profit de l’extrémité ω thiol, obtenue après couplage des fluorophores et capping des 
fonctions esters activés résiduelles du copolymère, pour introduire une fonction ester activé par 
réaction thiol-ène avec le N-acryloxysuccinimide.  
Le couplage de ces sondes polymères ω-fonctionnelles sur des protéines natives modèles 
(lysozyme et streptavidine) est efficace et conduit à un polymarquage (plusieurs sondes par protéine) 
favorable à une brillance élevée. Toutefois, le suivi du couplage par gel d’électrophorèse SDS-PAGE 
indique que le nombre de sondes par protéine ne peut pas être précisément contrôlé par un simple 
ajustement du rapport sonde/protéine. L’étude menée avec la streptavidine a permis de montrer 
qu’après marquage par les sondes fluorescentes, la streptavidine conserve sa capacité de 
reconnaissance spécifique des ligands biotines. Par conséquent, cette approche pourrait être 
appliquée à d’autres protéines comme des anticorps pour obtenir des (immuno)conjugués de 
brillance élevée. 
La seconde stratégie de marquage de protéine envisagée avait pour objectif d’être plus 
spécifique et mieux contrôlée, notamment par rapport au site de fixation des sondes sur la protéine 
et au nombre de sondes par protéine. Pour cela, le marquage de protéines recombinantes taguées a 
été réalisé en introduisant un ligand spécifique du tag sur les sondes polymères fluorescentes. Pour 
illustrer cette stratégie, nous avons choisi d’introduire un groupement NTA (Nitrilotriacétique) en 
extrémité α de sondes polymères (porteuses de fluorophores modèles Dansyl) car ce ligand est 
capable de chélater les ions nickel et de reconnaître sélectivement les tags Histidines. Ainsi, un 
nouvel ATC fonctionnel porteur du ligand NTA (ATC-NTA) a été synthétisé, par couplage du NTA-NH2 
sur le SEDB avec un rendement molaire de 80 % et une pureté de 87 % (déterminée par RMN 1H, 
cette pureté pourrait probablement être améliorée en complétant ou en remplaçant la purification 
par extraction liquide-liquide mise au point par une purification par HPLC préparative phase inverse). 
Une étude corrélant des analyses RMN 1H, CES/DDL et SM MALDI-Tof a confirmé le contrôle de la 
copolymérisation NAM/NAS (à la composition azéotropique : rapport molaire 60/40) en présence de 
l’ATC-NTA, fournissant des chaînes fonctionnalisées en extrémité α par le ligand NTA. 
Les évaluations biologiques de cette nouvelle sonde polymère α-fonctionnelle, par dot-blot 
et Western-blot, ont confirmé qu’elle marque sélectivement différentes protéines porteuses d’un tag 
His.  
A l’avenir, cette première preuve de concept pourra être élargie pour le développement de 
nouvelles sondes. Par exemple, des premiers essais ont visé à substituer le groupement NTA par un 
groupement multivalent triNTA qui pourrait accroitre davantage l’affinité des sondes pour le tag His. 
D’autre part, l’utilisation d’autres couples ligand/tag est également envisageable tout comme 
l’utilisation d’autres stratégies de reconnaissance, notamment celle permettant de créer un lien 
covalent avec des protéines recombinantes porteuses de l’Halotag. 
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En parallèle, les travaux réalisés sur la fonctionnalisation de l’extrémité de chaîne ω de 
polymères (cf. Chapitre III) nous ont encouragé à explorer un nouveau procédé de synthèse de 
polymères par addition séquentielle de monomères hétéro-bifonctionnels (Chapitre IV). Des 
premières preuves de concept ont été obtenues par la synthèse de composés comportant jusqu’à 
quatre motifs couplés dans un ordre bien précis, de manière efficace et contrôlée, tout en 
s’affranchissant d’étapes de protection/déprotection. Pour cela, des réactions chimiques très 
efficaces, sélectives et orthogonales ont été utilisées (réactions thiol-ène, amine primaire/ester 
activé et azoture/alcyne). De manière générale, ce procédé de synthèse de polymères séquencés par 
additions successives de monomères hétéro-bifonctionnels présente les nombreux avantages (cf. 
Chapitre IV). De plus, comme le nombre de combinaison de monomères est quasiment infini, la 
portée de ce procédé est potentiellement très vaste. La synthèse de polymères à séquence très 
précisément contrôlée permet d’envisager de nouvelles propriétés de ces polymères et donc de 
nouvelles applications. 
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Partie expérimentale 
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I. Réactifs 
La N-acryloyl morpholine (NAM) (Aldrich, 97%) a été distillé sous pression réduite (120°C ; 10 
mmHg) pour éliminer l’inhibiteur. Le N-acryloxysuccinimide (NAS) a été synthétisé comme décrit 
précédemment1. Le n-butyl acrylate (Aldrich, ≥99%) a été distillé en présence d’hydroquinone sous 
pression réduite pour éliminer l’inhibiteur. L’acétonitrile (Ficher, HPLC grade) a été distillé en 
présence de pentoxyde de phosphore. Le 1,4-butanediol diacrylate (BDDA) (Aldrich, 90%) a été 
purifié sur colonne (Inhibitor removers, Aldrich) pour éliminer l’inhibiteur. Le 2,2’-
azobis(isobutyronitrile) (AIBN) (Fluka, ≥98% (GC)) a été purifié pas recristallisation dans l’éthanol. Le 
1,4-dioxane (Sigma-Aldrich, ≥99,5%) a été distillé sur LiAlH4 (110°C). Le tert-butyl dithiobenzoate 
(tBDB) a été synthétisé en suivant la procédure précédemment décrite par Favier et al.2 (95% yield, 
purity >98%). Le 4,4’-azobis(4-acide cyanopentanoique) (ACPA) (Fluka, ≥98%), l’hydrogénocarbonate 
de sodium (NaHCO3) (Merck), le N,N’-methylenebis(acrylamide) (MBA) (Sigma-Aldrich, 99%),  le 
1,3,5-Trioxane (Aldrich, ≥99%), le N-hydroxysuccinimide (Aldrich, 98%), le N,N’-
dicyclohexylcarbodiimide (Aldrich, 99%), la Nα-Nα-bis(carboxyméthyl)-L-lysine avec TFA (NTA) 
(Sigma, ≥95% (TLC)), la 4-(2-aminoethyl)morpholine (Aldrich, 99%), la N,N-diisopropylethylamine 
(DIPEA) (Sigma-Aldrich, ≥99,5%), la 1-décylamine (Aldrich, 95%), la diméthylphénylphosphine (DMPP) 
(Aldrich, 99%), le chlorydrate de cystéamine (Sigma, 98%), la dibenzylcyclooctyne-amine (Jena 
Bioscience, >95% (H NMR)), l’acide 15-azido-4,7,10,13-tétraoxapentadécanoique N-succinimidyl 
ester (ATONSE) (Jena Bioscience, >95% (H NMR)), la 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amine (ATODA) 
(Aldrich, ≥90%), la DL-homocysteine (Sigma, ≥95% (titration)), le lucifer yellow cadavérine (LY) 
(Interchim FluoProbes), la cyanine5.5 amine (Lumiprobe), la tétra-sulfo-cyanine5.5 amine 
(Interchim, FluoProbe), le dansyl cadaverine (Interchim, FluoProbe), le lysozyme (Sigma),  le N,N-
diméthylformamide anhydre (DMF) (Acros, 99,8%), le chloroforme (Ficher, Analytical reagent grade), 
l’acétate d’éthyle (CARLO ERBA, 99%), l’éther diéthylique (Sigma-Aldrich, ≥99,5%) ont été utilisés 
sans purification supplémentaire.  
Le cluster peptidique Raft(cRGD)4 a été synthétisé à Grenoble, à l’Université Joseph Fourier, 
Département de Chimie Moléculaire, Ingéniérie et Intéractions Biomoléculaires (Adrien Grassin, 
Fabien Thoreau, Didier Boturyn). 
Les réticulants fluorescents ont été synthétisés à Lisbonne, à l’Instituto Superior Técnico, 
Centro de Química Fisica Molecular (Jose Paulo Farinha, Carlos Baleizao). 
Les protéines utilisées pour les évaluations biologiques in vitro ont été gracieusement 
fournies par Marc Lavigne et Philippe Bouvet. 
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II. Techniques et méthodes 
II.1. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 
Les analyses RMN 1H ont été enregistrées à température ambiante (298K) en utilisant un 
spectromètre Brüker UltraShield opérant à 300,13 MHz et un spectromètre Brüker UltraShield 
opérant à 500,10 MHz. Les déplacements chimiques des échantillons sont reportés en ppm en 
utilisant le tétraméthylsilane (TMS) comme référence interne. 
II.2. RMN DOSY 
Les analyses RMN DOSY (effectuées par Sandrine Denis-Quanquin (Laboratoire de chimie de 
l’ENS de Lyon)) ont été réalisées en utilisant une séquence LED avec pulses bipolaires (BPPLED). 64 
scans ont été enregistrés avec 16K points de données, et l’intensité du gradient a été incrémentée 
linéairement de 1 à 45,7 G/cm en 30 points. La longueur d’impulsion du gradient était δ/2 = 3,8 ms et 
le temps de diffusion Δ = 200 ms. Les spectres DOSY ont été obtenus en appliquant une transformée 
de Laplace inverse (ILT) le long de l’axe de diffusion, en utilisant le logiciel NMRnotebook (NMRTEC, 
Illkirch).   
II.3. Chromatographie d’exclusion stérique couplée à un détecteur à diffusion de 
lumière multi-angles (CES/DDL)  
Les masses molaires absolues des échantillons polymères ont été déterminées en utilisant la 
chromatographie d’exclusion stérique couplée à un détecteur à diffusion de lumière multi-angles, en 
collaboration avec Agnès Crépet (IMP@UCBL – Lyon).  
II.3.1. Chloroforme 
Le système est composé d’une pompe shimadzu LC-20AD liquid chromatography (débit : 0,5 
mL.min-1), d’un injecteur automatique Perkin Elmer Series 200, d’une pré-colonne PL gel 20 mm 
Guard 50  7,5 mm et d’une colonne PL gel 5 mm Mixed-C 300  7,5 mm 
(polystyrène/divinylbenzène). L’utilisation d’un réfractomètre différentiel RI shimadzu RID 10A et 
d’un détecteur à diffusion de lumière trois-angles (46°, 90°, 133°) de type MiniDAWN TREOS light 
scattering photometer (Wyatt Technologies) opérant à 658 nm permet une double détection en 
ligne. Le système comporte également un détecteur UV Waters 486. Les analyses ont été réalisées 
par injection de 100 μL d’une solution de polymère (5 mg.mL-1) dans le chloroforme dans une boucle 
d’injection de 100 μL à 22°C. Les incréments d’indice de réfraction (dn/dc) du P(NAM-co-NAS) (0,160 
mL. g-1) et du PNAM (0,130 mL. g-1) ont été précédemment déterminés, dans le chloroforme, en 
utilisant un interféromètre de type NFT ScanRef monocolor interferometer opérant à 633 nm. La 
détermination des masses molaires et des indices de polymolécularité des échantillons analysés a été 
réalisée via l’utilisation du logiciel ASTRA 6. 
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II.3.2. Tampon Borate 
Le système est composé d’un dégazeur  VWR, d’une pompe Argilent 1260 Infinity (débit : 0,5 
ml.mn-1), d’un injecteur automatique Waters 717 plus et de colonnes PL aquagel OH mixed M et PL 
aquagel OH mixed H ou d’une colonne Waters Ultrahydrogel TM 250 ou d’une colonne Waters 
Ultrahydrogel TM 500. Les analyses ont été réalisées par injection de 100 µL de solution de polymère 
à 5 mg.mL-1 dans un tampon borate à 0,05 M (pH = 9,3). La détection a été réalisée en utilisant deux 
détecteurs : un détecteur MALLS  Wyatt EOS (18 angles, laser 690 nm, cellule K5) et un réfractomètre 
Wyatt Optilab T-rex (l=658 nm, thermostaté à 25°C). L’incrément d’indice de réfraction (dn/dc) du 
P(NAM-co-NAS) (0,163 mL. g-1) a été précédemment déterminé, dans le tampon borate, en utilisant 
un interféromètre de type NFT ScanRef monocolor interferometer opérant à 633 nm. La 
détermination des masses molaires et des indices de polymolécularité des échantillons analysés a été 
réalisée via l’utilisation du logiciel ASTRA 6. 
II.4. Chromatographie d’exclusion stérique couplée à un détecteur UV-visible (CES/UV-
visible)  
Le système est composé d’une pompe Waters 1515 isocratic HPLC pump (débit : 1 mL.min-1) 
et d’une colonne Waters column Styragel HR4E (7,8 x 300 mm²). Le diméthylformamide (DMF) 
comportant du LiBr (0,05 mol.L-1) a été utilisé comme éluant pour les analyses. La détection a été 
réalisée en utilisant deux détecteurs : un détecteur réfractométrique Waters 2410 et un détecteur 
UV/Visible Waters 2489 dont la longueur d’onde a été réglée à 673 nm pour le chromophore 
Cyanine5.5, à 678 nm pour le chromophore Cy5.5 tétrasulfonates, à 647 nm pour le chromophore 
Alexa Fluor 647, à 430 nm pour le chromophore LY et à 350 nm pour le chromophore Dansyl. Les 
analyses des échantillons ont été réalisées par injection de 10 μL de solution de polymère (5 mg.mL-1) 
dans le DMF. L’acquisition et le traitement des données ont été réalisés via le logiciel Breeze. 
II.5. Détermination du nombre moyen de fluorophores par chaîne polymère 
Le rendement de couplage des fluorophores sur les copolymères P(NAM-stat-NAS) a été 
quantifié en utilisant une méthode basée sur la chromatographie d’exclusion stérique (dans le DMF) 
couplée à un détecteur UV/visible développée au laboratoire3. Puis en connaissant le rendement de 
couplage et le nombre d’équivalents en fluorophore utilisé pour la synthèse, il est aisé de remonter 
au nombre moyen de fluorophore par chaîne. 
II.6. Spectrométrie de masse MALDI-TOF 
L’ensemble des analyses par spectrométrie de masse MALDI-Tof ont été réalisées par 
Catherine Ladaviere (IMP, Lyon). 
Le spectromètre de masse MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight) utilisée pour enregistrer les spectres de masse était un Voyager-DE PRO (Applied Biosystems, 
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Framingham, MA) équipé d’un laser émettant à 337 nm (pulse de ns). L’instrument a été utilisé 
suivant les modes linéaire ou réflectron. Les ions sont accélérés grâce à un potentiel de 20 kV. Les 
spectres correspondent à une somme de 300 acquisitions et une calibration de masse molaire 
externe a été utilisée (mélange de peptides, Sequazyme, Applied Biosystems, Framingham, MA). Les 
échantillons sont préparés en mélangeant 20 µL d’une solution de polymère à 10 g.L-1 à 20 µL d’une 
solution de 3-β-indole acide acrylique à 0,25 mol.L-1. Le mélange (1 µL) a ensuite été déposé sur le 
porte échantillon MALDI et séché à l’air.  
II.7. Microscopie électronique à transmission (MET) 
Les analyses par MET ont été réalisées en collaboration avec Pierre Alcouffe (IMP@UCBL – 
Lyon). 
L’observation des nanoparticules par microscopie électronique à transmission a été réalisée 
avec un microscope Philips CM 120 opérant à un voltage de 80 keV. Une goutte de la suspension 
aqueuse de nanoparticule a été placée sur une grille de cuivre recouverte de carbone (réseau 
300/600) puis la majeure partie de l’excès de solvant est éliminée à l’aide d’un papier absorbant 
avant de laisser sécher la grille à l’air. La couronne de polymère a été révélée par marquage positif en 
utilisant du RuO4 : la grille sèche a été exposée pendant 15 à 20 min à des vapeurs de RuO4. Le 
diamètre moyen des particules a été déterminé à l’aide du logiciel ImageJ par analyses statistiques 
de 100 à 300 nanoparticules par image. 
II.8. HPLC phase inverse (RP-HPLC) 
Les analyses RP-UHPLC ont été réalisées en collaboration avec Adrien Grassin (I2BM, DCM, 
UJF). 
Les analyses RP-UHPLC ont été réalisées en utilisant un système Waters composé d’une UPLC 
Waters Acquity H-Class Bio combinée à un spectromètre de Waters SQ Detector 2. Une colonne 
ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 130Å, 1,7 µm, 2,1 mm x 50 mm est utilisée avec un debit de 0,6 
mL/min et un gradient linéaire sur 20 min ( 5% à 100 % B sur 20min). Le suivi UV est réalisé à 214 nm. 
Le solvant A est composé d’une solution aqueuse contenant 0,1% d’acide formique et le solvant B est 
composé d’acétonitrile contenant 0,1% d’acide formique.  
Les purifications RP-HPLC ont été réalisées sur Gilson GX-281. Une colonne préparative 
Macherey-Nagel 100 Å 7 μm C18 particles, 250  21 mm est utilisée avec un débit de 20,84 mL/min 
et un gradient linéaire sur 30 min (20% à 80 % B sur 30 min). Le suivi UV est réalisé à 214 nm et 250 
nm. Le solvant A est composé d’une solution aqueuse contenant 0,1% de TFA et le solvant B est 
composé d’acétonitrile contenant 9,9% d’eau et 0,1% de TFA.  
II.9. Spectrométrie de masse ESI 
Les analyses de spectrométrie de masse ESI ont été réalisées en collaboration avec Adrien 
Grassin (I2BM, DCM, UJF). 
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Les spectres de masse ESI ont été obtenus avec un spectromètre Esquire 3000 (Bruker). Les 
données à charges multiples produites par le spectromètre de masse à l'échelle m/z ont été convertis 
à la masse moléculaire. 
II.10. Diffusion quasi-élastique de la lumière (QELS) 
Le diamètre hydrodynamique moyen (Dh) et l’indice de polydispersité (PDI) des 
nanoparticules ont été déterminés par diffusion quasi-élastique de la lumière (QELS) des dispersions 
aqueuses diluées et parfois filtrées (0,45 µm), à un angle de 173° à 25°C, avec un Zetasizer Nano S90 
de Malvern, utilisant un laser He-Ne 4mW  à 633 nm. Une cuve carrée en verre (1 cm) est utilisée et 
tous les calculs ont été réalisés à l’aide du logiciel Nano DTS. Chaque résultat est issu de 5 
enregistrements comprenant 10 à 15 mesures. 
II.11. Spectrophotomètre de fluorescence 
Les analyses de spectrométrie de fluorescence ont été réalisées en collaboration avec Jose 
Paulo Farinha (Centro de Química Fisica Molecular, Instituto Superior Técnico, Portugal).  
Les spectres d’absorption ont été enregistrés à l’aide d’un spectrophotomètre Shimadzu UV-
3101PC UV-vis-NIR et les mesures de fluorescence ont été obtenues à l’aide d’un spectrophotomètre 
Horiba Jobin Yvon Fluorolog 3-22 à température ambiante et en utilisant des cuves en quartz de 1 
cm. DiIC18(5) a été utilisé comme référence4 pour la détermination du rendement quantique du PDI.   
III. Evaluation in vitro 
L’ensemble des essais sur cellules ont été réalisés à l’Institut Albert Bonniot (IAB) de 
Grenoble par l’équipe de Jean-Luc Coll (Maxime Henry et Thibault Jacquet). 
III.1. Test d’inhibition de l’adhésion cellulaire 
Les 96 puits d’une plaque (Maxisorb NUNC) ont été couverts avec une solution à 5 µg.mL-1 de 
vitronectine dans le PBS pendant 1h à température ambiante et saturés avec une solution de BSA 
(Sérum albumine bovine) à 3 % dans le PBS pendant 30 min à température ambiante. Les puits ont 
été rincés avec du PBS. Des quantités variables de composés peptidiques ont été ajoutées 
simultanément avec 25 000 cellules Hek293(β3) en suspension dans les puits et incubées pendant 30 
min à 37°C. Les puits ont été rincés trois fois avec du PBS pour éliminer les cellules non adhérentes à 
la vitronectine. Les cellules adhérentes ont été fixées avec de l’éthanol puis marquées avec du bleu 
de méthylène avant d’être quantifiées par mesure de la densité optique à 655 nm à l’aide d’un 
lecteur de plaques Bio-Rad. L’affinité des composés peptidiques peut être exprimée avec des valeurs 
d’IC50 (concentration en composé peptidique nécessaire pour inhiber 50 % de l’adhésion cellulaire à 
la vitronectine), déterminées à partir des profiles d’inhibition. 
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III.2. Microscopie Optique 
Les puits d’une labtek lamelle en verre (NUNC) ont été couverts avec une solution à 5 µg.mL-1 
de vitronectine dans le PBS pendant 1h à température ambiante et saturés avec une solution de BSA 
(Sérum albumine bovine) à 3 % dans le PBS pendant 30 min à température ambiante. Les puits ont 
été rincés avec du PBS. Un ensemençage de 10 000 cellules par puits a été réalisé dans un milieu 
DMEM avec 10 % SVF pendant 24h. Après deux lavages au PBS, des quantités variables de composés 
fluorescents (solution à 0,1 nM, 1 nM ou 10 nM dans un milieu DMEM avec 10 % SVF) ont été 
incubées avec les cellules pendant 30 min à 37°C. Après lavage au PBS, les cellules ont été fixées à 
l’aide d’une solution de paraformaldéhyde (PFA) 0,5% (solution de PFA 4% tamponé à pH7 et diluée à 
0,5%) et leurs noyaux ont été marqués par une solution de Hoechst à 5 µM pendant 15 min. Après 
deux lavages au PBS, les cellules ont été maintenues dans du PBS et observées par microscopie 
confocale à l’aide d’un microscope Zeiss (LSM710 NLO – LIVE7 –Confocor3) (λ excitation  = 405 nm pour 
Hoechst et λ excitation = 633 nm pour la Cy5.5).  
III.3. Cytométrie en flux (FACS) 
Les cellules Hek293(β3) ont été re-suspendues avec de la trypsine puis lavées une fois avec 
du PBS et une seconde fois avec du PBS contenant 1 mM de CaCl2 et 1 mM de MgCl2. Un million de 
cellules dans un volume final de 200 µL ont été incubées avec une solution de composé peptidique 
(0,1 nM et 1 nM dans une solution de PBS contenant 1mM de CaCl2 et 1 mM de MgCl2) pendant 20 
min à 37°C. La solution de composé peptidique a été éliminée et les cellules ont été rincées deux fois 
délicatement avec une solution de PBS contenant 1mM de CaCl2 et 1 mM de MgCl2. Les cellules ont 
ensuite été rapidement analysées par cytométrie en flux (λexcitation = 640 nm). Les mesures de 
cytométrie en flux ont été obtenues à l’aide d’un Accuri C6 (Becton Dickinson) et les résultats ont été 
exprimés en représentant le nombre de cellules en fonction de l’intensité de fluorescence.  
III.4. Marquage de protéines modèles 
L’ensemble des essais de couplage des polymères sur les protéines modèles ont été réalisé 
en collaboration avec Zofia Haftek-Terreau (Ingénieure d’étude, Laboratoire Joliot-Curie, Matthieu 
Carretier (PFE, CPE Lyon) et Thomas Berki (Master M2, CPE Lyon). 
III.4.1. Protocole général de couplage de polymères porteurs d’une extrémité ω ester activé 
sur des protéines modèles 
Le couplage des polymères synthétiques (P) sur les protéines (Lysozyme (L) ou Streptavidine 
(SA)) ont été réalisés à trois rapports molaires (P/L ou P/SA) différents, 10/1, 30/1 et 50/1 avec une 
quantité fixe de protéine (25 µg). Le solvant utilisé pour le couplage était soit un tampon salin 
phosphate (150 mM, pH 7,4), soit un tampon Tris-Borate (50 mM, pH 9). La réaction de couplage a 
été effectuée dans un tube Eppendorf, à 25°C, dans un thermomixeur (800 rpm) pendant 4h. Le 
milieu obtenu a été analysé directement par électrophorèse SDS-PAGE. 
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III.4.2. Gel d’électrophorèse SDS-PAGE 
Suite au couplage décrit précédemment, les conjugués lysozyme-polymères et streptavidine-
polymères ont été évalués par migration sur gel d’électrophorèse SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis). Le pourcentage d’acrylamide du gel de concentration est de 4% 
dans tous les cas. Le pourcentage d’acrylamide des gels de séparation est de 16% (masse/vol) pour le 
lysozyme et 10% pour la streptavidine. La quantité du milieu de couplage déposée sur le gel 
correspondait à 2 µg de protéine pour le lysozyme et 4 µg pour la streptavidine. 
La préparation généralement utilisée comprenait 0,1% de SDS dans le gel de concentration, 
le gel de séparation et le tampon de migration et 2% de SDS dans le tampon de chargement. Les 
échantillons ont été dissous dans un mélange constitué de SDS (0,1%), glycerol (10%), Tris–Cl (10 
mM, pH 6.8), d’acide éthylène diamine tétraacétique (EDTA, 1 mM, pH 8) et de bleu de bromophénol 
(0.05 mg.mL-1, utilisé comme marqueur pour suivre le front de migration), sans préchauffage de 
l’échantillon. La migration a été réalisée à l’aide d’un appareil BioRad à 20 V.cm-1 (voltage constant) 
dans une solution constituée de base Tris (25 mM), de glycine (192 mM), SDS (0,1%), pH 8.3– 8.8, à 
température ambiante jusqu’à ce que le front de migration atteigne la base du gel (50 – 60 min). Puis 
le gel a été coloré par du bleu de coomassie (Brilliant Blue R, Sigma). 
III.4.3. Dot blot et Western blot 
Une membrane de PVDF (Polyfluorure de vinylidène) a été choisie pour réaliser les essais de 
dot blot et de Western blot afin d’éviter un bruit de fond non spécifique élevé. Le PVDF étant 
hydrophobe, il est nécessaire de l’activer par trempage dans 100% de méthanol, puis dans l’eau et 
dans un tampon d’équilibration (PBS 1X) pour le dot blot ou un tampon de transfert (Laemmli 1X, 
20% Ethanol, 0.1% SDS) pour le Western Blot. 
III.4.3.1. Dot Blot 
Différentes quantités de protéines (nucléoline taguée histidine (HIS-NCL) : 0,5, 3 et 5 µg ; 
fragments de l’intégrase du VIH tagués histidine HIS-INT et HIS-Tox4 : respectivement 0,5 et 1 µg ; 
streptavidine (contrôle négatif) : 2 µg) ont été déposées sur la membrane. Lorsque les gouttes sont 
absorbées, la membrane est bloquée puis marquée comme décrit plus bas. 
III.4.3.2. Western Blot 
1 µg de chacun des deux fragments de l’intégrase du VIH tagués histidine, HIS-INT et HIS-
Tox4, et 2 µg de streptavidine (contrôle négatif) ont été élués sur gel SDS-PAGE (10% d’acrylamide 
pour le gel de séparation) comme décrit précédemment. Le transfert des protéines sur la membrane 
de PVDF a été réalisé en suivant les instructions fournies avec l’appareil Biorad Trans-Blot® SD Semi-
Dry Transfer Cell, pendant 1h à 20V. Après le transfert, la membrane de PVDF est bloquée et 
marquée comme décrit plus bas. 
Pour les expériences de dot blot et de Western blot, la membrane de PVDF a été bloquée 
dans une solution de BSA à 1% dans le PBS pendant 2h à température ambiante. Elle a ensuite été 
lavée deux fois avec une solution de PBS contenant 0,05% de Tween20 pendant 1h et une fois avec 
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
256 
 
du tampon PBS 1X pendant 30 min. Puis, la membrane a été marquée avec une solution de Ni/NTA-
polymère fluorescent (6,7.10-7 mol.L-1) pendant 2h à température ambiante dans l’obscurité. Après 
un lavage rapide de la membrane avec du tampon PBS 1X, une révélation sous irradiation UV à 365 
nm a été réalisée pour le composé NTA-polymère/Dansyl.   
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IV. Protocoles de synthèse 
Protocole général pour la synthèse de P(NAM-stat-NAS) 
Le NAM, le NAS, le tBDB, l’AIBN,  le trioxanne (référence 
RMN 1H) et le dioxanne sont introduits dans un tube de 
Schlenk de 150 mL. 4 cycles 
congélation/vide/décongélation sont réalisés puis le 
milieu est placé sous azote. La solution est violette. Le 
prélèvement T0 est effectué pour faire un spectre RMN 
1H de référence : 20 µL de T0 + 550 µL de CDCl3 (la même 
concentration est utilisée pour toutes les autres analyses 
RMN 1H des prélèvements). Le milieu réactionnel est placé sous agitation (500 rpm) dans un bain 
d’huile thermostatée à 80°C. Le milieu est toujours violet et limpide. Des fractions de milieu de 
polymérisation sont recueillies périodiquement par canulation et refroidies dans l’azote liquide pour 
analyse (1H RMN, CES/DDL). La polymérisation est interrompue après 160 min en plaçant le milieu 
réactionnel dans l’azote liquide. L’ensemble des fractions sont précipitées dans l’éther diéthylique, 
filtrées sur fritté n°4 et séchées sous la pompe à palette pendant 24 h. Les précipités obtenus sont 
des poudres roses. La couleur rose est de moins en moins intense avec l’augmentation de la 
conversion des échantillons.  
 
 
Capping du P(NAM-stat-NAS) CC030-R12 (conjugué 4) 
Le P(NAM-stat-NAS) (100 mg, 1,67 µmol, Đ = 1,11) et la 
DIPEA (456 µL, 2,62 mmol, 10 éq. par unité NAS du P(NAM-
stat-NAS)) sont dissous dans 2 mL de CHCl3 et placés sous 
atmosphère inerte. L’AEM (172 µL, 1,31 mmol, 5 éq. par 
unité NAS du P(NAM-stat-NAS)) est dissous dans 872 µL de 
CHCl3 et  placé sous atmosphère inerte avant d’être ajouté 
sur le mélange copolymère/DIPEA à l’aide d’une canule et 
d’un flux d’azote. La solution est légèrement jaune. Le tout 
est placé sous agitation pendant une nuit à température 
ambiante. La solution est toujours légèrement jaune. Le 
milieu réactionnel est précipité dans l’éther. Le précipité 
blanc obtenu est séché sous la pompe à palette pendant 
24h. Le précipité est repris dans l’eau et 8 cycles de 
dilution/centrifugation sont réalisés avec des centricons de 
4 mL (Amicon® Ultra 4 mL 10K, Centrigel Filters, Ultragel®  
MWCO = 10 000 g.mol-1) à 5 000 rpm pendant 12 min pour 
chaque cycle. Le rétentat obtenu est lyophilisé pour donner 
une poudre blanche (97,8 mg, 1,57 µmol). 
 
 
Rendement de récupération : 94% 
RMN 1H (300 MHz, D2O) : 5 – 4.6 
(H2O), 4.2 - 3 (b,  8H (NAM, CH2 cycle 
morpholine) et 6H (AEM, CH2 en α de 
la fonction amide et CH2 en α du O)), 
3 - 2.26 (b, 1H (CH squelette 
polymère) et 6H (AEM, 3 CH2 en α du 
N)), 2.26 - 1 (b, 2H (CH2 squelette 
polymère)), 0.84 (b, 9H (CH3 tBu)). 
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Conjugué 1 
Le P(NAM-stat-NAS) (35,2 mg, 0,52 µmol, Đ = 1,16, 1 éq.) et le Raft(cRGD)4 + 5 TFA (9,2 mg, 2,06 
µmol, 4 éq.) sont dissous dans 1150 µL de DMF-d7 et introduits dans un eppendorf. La DIPEA (20µL 
d’une solution composée de 36 µL de DIPEA dissous dans 164 µL de DMF-d7, 20,64 µmol, 40 éq.) est 
ajoutée et induit la formation d’un précipité. Le milieu réactionnel est ensuite placé dans un 
thermomixeur à 40°C et 750rpm. La réaction est suivie par RMN 1H. Après 24h, le pH est testé (pH = 
7) et 4 éq. de DIPEA sont ajoutés pour atteindre un pH de 9. Après 5 jours de réaction, l’AEM (61 µL, 
461,73 µmol, 5 éq. par unité NAS du P(NAM-stat-NAS)) est ajouté au milieu réactionnel qui prend 
une teinte légèrement jaune. Après 2h d’agitation à 40°C, 16,1 µL de DIPEA (92,35 µmol, 1 éq. par 
unité NAS du P(NAM-stat-NAS)) sont additionnés. Le tout est placé dans le thermomixeur à 40°C et à 
750 rpm pendant une nuit. Le milieu réactionnel obtenu est précipité dans 40 mL d’éther et 
centrifugé à 7000 rpm pendant 12min. Le précipité obtenu est blanc. Le surnageant est éliminé et le 
précipité est séché sous vide pendant 24h. La masse de précipité obtenue est 60,9 mg. Le précipité 
est repris dans 4 mL d’eau mQ et 4 cycles de dilution/centrifugation sont réalisés avec des centricons 
d’une capacité de 4 mL (Amicon® Ultra 4 mL 10K, Centrigel Filters, Ultragel®  MWCO = 10 000 g.mol-1) 
à 5 000 rpm pendant 12 min pour chaque cycle. Le rétentat est récupéré et lyophilisé. La poudre 
blanche obtenue a une masse de 34,2 mg. Une seconde série de 4 cycles dilution/centrifugation est 
réalisée avec le conjugué dans les mêmes conditions avec un autre centricon. La masse obtenue 
après lyophilisation est 29,2mg (0,38 µmol). 
Rendement de récupération : 73 % 
 
 
 
Rendement de couplage du Raft(cRGD)4 : 38 % 
 
RMN 1H (500MHz, D2O) : cf. Annexe 4 
 
 
Conjugué 2 
Le P(NAM-stat-NAS) (24,1 mg, 0,40 µmol, Đ = 1,11, 1 éq.) et le Raft(cRGD)4 + 5 TFA (12,5 mg, 2,81 
µmol, 7 éq.) sont dissous dans 750 µL de DMF-d7 et introduits dans un pilulier de 4 mL. La DIPEA (5 
µL, 28,11 µmol, 70 éq.) est ajoutée et induit la formation d’un précipité (pH = 9). Le milieu 
réactionnel est ensuite placé sous agitation dans un bain d’huile thermostatée à 40°C. Après 5 jours 
de réaction, l’AEM (24,7 µL, 188,77 µmol, 3 éq. par unité NAS du P(NAM-stat-NAS)) et 500 µL de DMF 
anhydre sont ajoutés au milieu réactionnel. Après 2h d’agitation à température ambiante, le milieu 
réactionnel est dilué dans 5 mL d’eau mQ et dialysé à l’aide d’une membrane de cellulose 
(Spectra/Por Dialysis Membrane, MWCO = 10 000 g.mol-1). Après 4 jours de dialyse, la solution 
contenue dans la membrane est lyophilisée. La poudre blanche obtenue a une masse de 27,2 mg 
(0,35 µmol).  
 
Rendement de récupération : 88 % 
 
 
 
 
Rendement de couplage du Raft(cRGD)4 : 60 % 
 
RMN 1H (500MHz, D2O) : cf. Annexe 4 
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Conjugué 3 
Le P(NAM-stat-NAS) (19,1 mg, 0,32 µmol, Đ = 1,11, 1 éq.) et le Raft(cRGD)4 + 5 TFA (14,2 mg, 3,19 
µmol, 10 éq.) sont dissous dans 600 µL de DMF-d7 et introduits dans un eppendorf. La DIPEA (20 µL 
d’une solution de DIPEA à 1,61 mol.L-1 dans le DMF-d7, 31,93 µmol, 100 éq.) est ajoutée et induit la 
formation d’un précipité. Le milieu réactionnel est ensuite placé dans un thermomixeur à 60°C et 
750rpm. 9 µL de la solution de DIPEA sont ajoutés pour atteindre un pH de 9. Après 24h, la 
température est abaissée à 40°C. Après 5 jours de réaction, l’AEM (33 µL, 250,65 µmol, 5 éq. par 
unité NAS du P(NAM-stat-NAS)) est ajouté au milieu réactionnel qui prend une teinte légèrement 
jaune. Après 2h d’agitation à 40°C, 8,7 µL de DIPEA (50,13 µmol, 1 éq. par unité NAS du P(NAM-stat-
NAS)) sont additionnés. Le tout est placé dans le thermomixeur à 40°C et à 750 rpm pendant une 
nuit. Le milieu réactionnel obtenu est précipité dans 40 mL d’éther et centrifugé à 7000 rpm pendant 
12min. Le précipité obtenu est blanc. Le surnageant est éliminé et le précipité est séché sous vide 
pendant 24h. La masse de précipité obtenue est 20,5 mg. Le précipité est repris dans 4 mL d’eau mQ 
et 8 cycles de dilution/centrifugation sont réalisés avec des centricons d’une capacité de 4 mL 
(Amicon® Ultra  4 mL 10K, Centrigel Filters, Ultragel®  MWCO = 10 000 g.mol-1) à 5 000 rpm pendant 
12 min pour chaque cycle. Le rétentat est récupéré et lyophilisé. La poudre blanche obtenue a une 
masse de 11,6 mg (0,14 µmol). 
 
Rendement de récupération : 44 % 
 
 
 
 
Rendement de couplage du Raft(cRGD)4 : 59 % 
 
RMN 1H (500MHz, D2O) : cf. Annexe 4 
 
 
Conjugué 5 
Le P(NAM-stat-NAS) (24,1 mg, 0,40 µmol, Đ = 1,11, 1 éq.) et le Raft(cRGD)4 + 5 TFA (12,5 mg, 2,81 
µmol, 7 éq.) sont dissous dans 750 µL de DMF-d7 et introduits dans un pilulier de 4 mL. La DIPEA (5 
µL, 28,11 µmol, 70 éq.) est ajoutée et induit la formation d’un précipité (pH = 9). Le milieu 
réactionnel est ensuite placé sous agitation dans un bain d’huile thermostatée à 40°C. Après 5 jours 
de réaction, la Cy5.5 (1,73 mg, 2,30 µmol, 5,73 éq.) est dissous dans 500 µL de DMF anhydre et 
ajouté au milieu réactionnel. La solution est bleue foncée avec le même précipité qu’auparavant. 
Après 2h d’agitation à température ambiante, l’AEM (24,7 µL, 188,77 µmol, 3 éq. par unité NAS du 
P(NAM-stat-NAS)) est ajouté au milieu réactionnel. Après 2h d’agitation à température ambiante, le 
milieu réactionnel est dilué dans 5 mL d’eau mQ et dialysé à l’aide d’une membrane de cellulose 
(Spectra/Por Dialysis Membrane, MWCO = 10 000 g.mol-1). Après 4 jours de dialyse, la solution 
contenue dans la membrane est lyophilisée. La poudre bleue obtenue a une masse de 30 mg (0,38 
µmol).  
Rendement de récupération : 95 % 
 
 
Rendement de couplage du Raft(cRGD)4 : 60 % 
Rendement de couplage de la Cy5.5 : 64 % 
RMN 1H (500MHz, D2O) : cf. Annexe 4 
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Conjugué 6 
Le P(NAM-stat-NAS) (49 mg, 0,82 µmol, Đ = 1,11, 1 éq.) et le Raft(cRGD)4 + 5 TFA (25,5 mg, 5,73 
µmol, 7 éq.) sont dissous dans 1500 µL de DMF anhydre et introduits dans un pilulier de 4 mL. La 
DIPEA (10 µL, 57,28 µmol, 70 éq.) est ajoutée et induit la formation d’un précipité (pH = 9). Le milieu 
réactionnel est ensuite placé sous agitation dans un bain d’huile thermostatée à 40°C. Après 5 jours 
de réaction, la Cy5.5 tétrasulfonates (5,8 mg, 4,91 µmol, 6 éq.) est dissous dans 750 µL de DMF 
anhydre et ajouté au milieu réactionnel ainsi que la DIPEA (6,8 µL, 39,30 µmol, 48 éq.). La solution est 
bleue foncée avec le même précipité qu’auparavant. Après 5h d’agitation à température ambiante, 
l’AEM (50,5 µL, 384,90 µmol, 3 éq. par unité NAS du P(NAM-stat-NAS)) est ajouté au milieu 
réactionnel. Après 3h d’agitation à température ambiante, le milieu réactionnel est dilué dans 9 mL 
d’eau mQ et dialysé à l’aide d’une membrane de cellulose (Spectra/Por Dialysis Membrane, MWCO 
= 10 000 g.mol-1). La dialyse commence avec une solution aqueuse de NaCl à 0,5 mol.L-1 suivie par 
des bains d’eau distillée et d’eau mQ. Après 4 jours de dialyse, la solution contenue dans la 
membrane est lyophilisée. La poudre bleue obtenue a une masse de 66,4 mg (0,79 µmol). 
Rendement de récupération : 96 % 
 
 
Rendement de couplage du Raft(cRGD)4 : 
69 % 
Rendement de couplage de la Cy5.5 
tétrasulfonates : 62 % 
RMN 1H (500MHz, D2O) : cf. Annexe 4 
 
 
Conjugué 7 
Le P(NAM-stat-NAS) (33,3 mg, 0,56 µmol, Đ = 1,11, 1 éq.) et la Cy5.5 (2 mg, 2,65 µmol, 4,77 éq.) sont 
dissous dans 3 mL de DMF anhydre et introduits dans un ballon de 10 mL. La DIPEA (10 µL d’une 
solution de DIPEA à 0,56 mol.L-1 dans le DMF anhydre, 5,56 µmol, 10 éq.) est ajoutée. La solution est 
bleue foncée et homogène. Le milieu réactionnel est ensuite placé sous agitation à température 
ambiante pendant 1h. 5 µL de la solution de DIPEA sont ajoutés. La solution conserve le même 
aspect. Après 2h de réaction, l’AEM (34 µL, 261,19 µmol, 3 éq. par unité NAS du P(NAM-stat-NAS)) 
est ajouté au milieu réactionnel. Après 2h d’agitation à température ambiante, le milieu réactionnel 
est dilué dans 12 mL d’eau mQ et dialysé à l’aide d’une membrane de cellulose (Spectra/Por Dialysis 
Membrane, MWCO = 10 000 g.mol-1). Après 4 jours de dialyse, la solution contenue dans la 
membrane est lyophilisée. La poudre bleue obtenue a une masse de 33,8 mg (0,53 µmol). 
Rendement de récupération : 95 % 
 
 
Rendement de couplage de la Cy5.5 : 
64 % (déterminé par GPC/UV à 673 nm 
dans le DMF avec 0,05 mol.L-1 de LiBr) 
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Conjugué 8 
Le P(NAM-stat-NAS) (26,6 mg, 0,45 µmol, Đ = 1,11, 1 éq.) et la Cy5.5 tétrasulfonates (3,2 mg, 2,67 
µmol, 6 éq.) sont dissous dans 1200 µL de DMF anhydre et introduits dans un ballon de 10 mL. La 
DIPEA (40 µL d’une solution de DIPEA à 0,53 mol.L-1 dans le DMF anhydre, 21,36 µmol, 48 éq.) est 
ajoutée. La solution est bleue foncée et homogène. Le milieu réactionnel est ensuite placé sous 
agitation à température ambiante pendant 4h. L’AEM (27,4 µL, 209,08 µmol, 3 éq. par unité NAS du 
P(NAM-stat-NAS)) est ajouté au milieu réactionnel. Après 3h d’agitation à température ambiante, le 
milieu réactionnel est dilué dans 5 mL d’eau mQ et dialysé à l’aide d’une membrane de cellulose 
(Spectra/Por Dialysis Membrane, MWCO = 10 000 g.mol-1). La dialyse commence avec une solution 
aqueuse de NaCl à 0,5 mol.L-1 suivie par des bains d’eau distillée et d’eau mQ. Après 4 jours de 
dialyse, la solution contenue dans la membrane est lyophilisée. La poudre bleue obtenue a une 
masse de 29,2 mg (0,44 µmol).  
Rendement de récupération : 98 % 
 
 
Rendement de couplage de la Cy5.5 
tétrasulfonates : 62 % (déterminé par 
GPC/UV à 678 nm dans le DMF avec 
0,05 mol.L-1 de LiBr) 
 
  
PNAM-SH ou G0-SH 
Le PNAM (200 mg, 43,48 µmol, Mn = 4600 g.mol-1, 1 
éq., Đ = 1,01), la 1-décylamine (86,9 µL, 434,8 µmol, 
10 éq., d = 0,787 g.cm-3) et la DMPP (4,1 µL, 28,69 
µmol, 0,66 éq., d = 0,971 g.cm-3) sont dissous dans  20 
mL de CHCl3. La solution rose obtenue est place sous 
atmosphère inerte et sous agitation à température 
ambiante pendant 12h. Le milieu réactionnel devient 
progressivement légèrement jaune. La solution est 
concentrée puis le polymère est purifié par 
précipitation dans l’éther diéthylique. Après filtration 
sur fritté n°4, le précipité est séché sous la pompe à 
palette pendant 24h pour donner une poudre blanche 
(175,2 mg, 39,11 µmol). 
 
 
 
Rendement de récupération : 90% 
RMN 1H (300.13 MHz, CDCl3) : 4.1 - 3 (b,  8H 
(CH2 cycle morpholine)), 2.9 - 2.2 (b, 1H (CH 
squelette polymère)), 2.2 – 1.88 (H2O), 1.88 
- 1 (b, 2H (CH2 squelette polymère)), 0.85 
and 0.77 (b, 9H (CH3 tBu)). 
MALDI-ToF: [C4H9(C7H11NO2)31SH + Na]+ 
m/z (mesuré): 4485.9 (M + Na)+; 
m/z (calculé): 4486.5 (M + Na)+. 
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PNAM-S-NAS ou G1-NAS 
Le PNAM-SH (150 mg, 33,48 µmol, 1 éq.) et la 
DMPP (10 µL d’une solution de DMPP à 0,17 
mol.L-1 dans CHCl3, 1,67 µmol, 0,05 éq.) sont 
dissous dans 4,490 mL de CHCl3 et placés sous 
atmosphère inerte. Le NAS (28,3 mg, 167,41 
µmol, 5 éq.) est dissous dans 5 mL de CHCl3 et 
placé sous atmosphère inerte. La solution de NAS 
est ajoutée sur le mélange PNAM-SH/DMPP à 
l’aide d’une canule et d’un courant d’azote. La 
solution est incolore. Le milieu réactionnel est 
placé sous agitation à température ambiante 
pendant la nuit. La solution incolore est 
concentrée puis le polymère est purifié par 
précipitation dans l’éther diéthylique. Après 
filtration sur fritté n°4, le précipité est séché sous 
la pompe à palette pendant 24h pour donner 
une poudre blanche (145,2 mg, 31,19 µmol).  
 
 
Rendement de récupération : 93% 
RMN 1H (300.13 MHz, CDCl3) : 4.1 - 3 (b,  8H 
(CH2 cycle morpholine)), 2.92 - 2.78 (b, 4H (CH2 
cycle succinimide) et 2H (CH2 en α du S)), 2.78 - 
2.26 (b, 1H (CH squelette polymère) et 2H (CH2 
en β du S)), 2.26 – 1.96 (H2O), 1.96 - 1 (b, 2H 
(CH2 squelette polymère)), 0.85 and 0.77 (b, 9H 
(CH3 tBu)). 
MALDI-ToF: [C4H9(C7H11NO2)31C7H8NO4S + Na]+ 
m/z (mesuré): 4655.3 (M + Na)+; 
m/z (calculé): 4655.5 (M + Na)+. 
 
 
PNAM-S-NAS-cystéamine ou G2-cystéamine 
Le PNAM-S-NAS (20 mg, 4,26 µmol, 1 éq.), la 
cystéamine (987 µL d’une solution de cystéamine à 
1 mg.mL-1 dans le DMF anhydre, 8,51 µmol, 2 éq.), 
la DIPEA (10 µL d’une solution de  DIPEA à 1,70 
mol.L-1 dans le DMF anhydre, 17,02 µmol, 4 éq.) et 
la DMPP (10 µL d’une solution de DMPP à 0,04 
mol.L-1 dans le DMF anhydre, 0,43 µmol, 0,1 éq.) 
sont dissous dans 993 µL de DMF anhydre. La 
solution incolore obtenue est placée sous 
atmosphère inerte et sous agitation à température 
ambiante pendant la nuit. La solution est 
concentrée puis le polymère est purifié par 
précipitation dans l’éther diéthylique. Après 
centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 min, le 
surnageant est éliminé et le précipité est séché 
sous la pompe à palette pendant 24h pour donner 
une poudre blanche (18,6 mg, 4,02 µmol). 
 
 
Rendement de récupération : 95% 
RMN 1H (300.13 MHz, CDCl3) : 8.9 – 8.5 (b, 
NH), 4.1 - 3 (b,  8H (CH2 cycle morpholine) et 
2H (CH2 en β du thiol)), 3 - 2.1 (b, 1H (CH 
squelette polymère), 4H (CH2 en α et β du 
thioether) et 2H (CH2 en α du thiol)), 2.1 - 1 (b, 
2H (CH2 squelette polymère)), 0.85 and 0.77 
(b, 9H (CH3 tBu)). 
MALDI-ToF: [C4H9(C7H11NO2)31C5H10NOS2 + Na]+ 
m/z (mesuré): 4617.5 (M + Na)+; 
m/z (calculé): 4617.5 (M + Na)+. 
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PNAM-S-NAS-homocystéine ou G2-homocystéine 
Le PNAM-S-NAS (30 mg, 8,96 µmol, 1 éq., Mn = 
3350 g.mol-1) est dissous dans 2,4 mL of DMF. La 
DL-homocystéine (2,4 mg, 17,92 µmol, 2 éq.) est 
dissous dans 600 µL d’eau mQ. Les solutions sont 
mélangées et la  DIPEA (10 µL d’une solution de 
DIPEA à 1,78 mol.L-1 dans le DMF, 17,92 µmol, 2 
éq.) et la DMPP (10 µL d’une solution de DMPP à 
0,09 mol.L-1 dans le DMF, 0,9 µmol, 0,1 éq.) sont 
ajoutées. La solution légèrement jaune obtenue 
est placée sous atmosphère inerte et sous 
agitation à température ambiante pendant 4h. 
L’eau est évaporée sous vide. La solution est 
concentrée puis le polymère est purifié par 
précipitation dans l’éther diéthylique. Après 
centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 min, le 
surnageant est éliminé et le précipité est séché 
sous la pompe à palette pendant 24h pour donner 
une poudre blanche (27,4 mg, 8,04 µmol). 
 
 
Rendement de récupération : 90% 
RMN 1H (300.13 MHz, CDCl3) : 4.8 – 4.5 (b, 1H 
(CH2 en α de la liaison amide)), 4.1 - 3 (b,  8H 
(CH2 cycle morpholine)), 3 - 2.1 (b, 1H (CH 
squelette polymère) et 8H (CH2 en α et β des 
S)), 2.1 - 1 (b, 2H (CH2 squelette polymère)), 
0.85 and 0.77 (b, 9H (CH3 tBu)). 
MALDI-ToF:  
[C4H9(C7H11NO2)22C7H12NO3S2 + Na]+ 
m/z (mesuré): 3406.0 (M + Na)+; 
m/z (calculé): 3405.8 (M + Na)+. 
 
 
PNAM-S-NAS-ATODA ou G2-ATODA 
Le PNAM-S-NAS (15 mg, 4,48 µmol, 1 éq., Mn = 3350 g.mol-1), l’ATODA (100 µL d’une solution 
d’ATODA à 0,22 mol.L-1 dans CHCl3, 22,39 µmol, 5 éq.) et la DIPEA (100 µL d’une solution de DIPEA à 
0,22 mol.L-1 dans CHCl3, 22,39 µmol, 5 éq.) sont dissous dans 800 µL de CHCl3 et placés sous 
atmosphère inerte. La solution légèrement jaune obtenue est placée sous agitation à température 
ambiante pendant la nuit. La solution est concentrée puis le polymère est purifié par précipitation 
dans l’éther diéthylique. Après centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 min, le surnageant est 
éliminé et le précipité est séché sous la pompe à palette pendant 24h pour donner une poudre 
blanche (15 mg, 4,30 µmol). 
Rendement de récupération : 96 % 
RMN 1H (300.13 MHz, CDCl3) : 6.57 – 6.24 (b, NH), 4.1 – 3 (b,  8H (CH2 cycle morpholine) et 14H (CH2 
en α de la liaison amide et CH2 de l’oligoéthylène glycol)), 3.37 (t, 2H (CH2 en α de l’azoture)), 3 - 2.28 
(b, 1H (CH squelette polymère) et 2H (CH2 en β du S)), 2.81 (t, 2H (CH2 en α du S)), 2.28 – 2 (H2O), 2 - 
1 (b, 2H (CH2 squelette polymère)), 0.85 and 0.77 (b, 9H (CH3 tBu)). 
MALDI-ToF : 
[C4H9(C7H11NO2)22C11H21N4O4S + Na]+ 
m/z (mesuré): 3488.7 (M + Na)+; 
 m/z (calculé): 3488.9 (M + Na)+. 
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PNAM-S-NAS-DBCO ou G2-DBCO 
Le PNAM-S-NAS (60 mg, 17,91 µmol, 1 éq., Mn = 3350 g.mol-1),  le DBCO-NH2 (10,4 mg, 35,82 µmol, 2 
éq.) et la DIPEA (6,2 µL, 35,82 µmol, 2 éq.) sont dissous dans 3 mL de CHCl3. La solution jaune 
obtenue est placée sous atmosphère inerte et sous agitation à température ambiante pendant la 
nuit. La solution est concentrée puis le polymère est purifié par précipitation dans l’éther diéthylique. 
Après centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 min, le surnageant est éliminé et le précipité est séché 
sous la pompe à palette pendant 24h pour donner une poudre blanche (61,8 mg, 17,42 µmol). 
Rendement de récupération : 97 % 
RMN 1H (300.13 MHz, CDCl3) : 7.64 (d, 1H (aromatique)), 
7.45 – 7.2 (m, 7H (aromatiques)), 6.35 – 6 (b, NH), 5.13 
(d, 1H (CH2 de l’hétérocycle à 8 atomes)), 4.1 – 2.95 (b,  
8H (CH2 cycle morpholine), 2H (CH2 en α de la liaison 
amide) et 1H (CH2 de l’hétérocycle à 8 atomes)), 2.95 - 
2.28 (b, 1H (CH squelette polymère), 4H (CH2 en α et β du 
S) et 2H (CH2 en β de la liaison amide)), 2.28 – 2 (H2O), 2 - 
1 (b, 2H (CH2 squelette polymère)), 0.85 and 0.77 (b, 9H 
(CH3 tBu)). 
 
 
MALDI-ToF: [C4H9(C7H11NO2)22C21H19N2O2S + Na]+  
m/z (mesuré): 3546.8 (M + Na)+ ; m/z (calculé): 3546.9 (M + Na)+. 
 
 
PNAM-S-NAS-DBCO-ATODA ou G3-ATODA 
Le PNAM-S-NAS-DBCO (15 mg, 4,27 µmol, 1 éq., Mn = 3510 g.mol-1), l’ATODA (200 µL d’une solution 
d’ATODA à 0,11 mol.L-1 dans CHCl3, 21,37 µmol, 5 éq.) sont dissous dans 1 mL de CHCl3. La solution 
légèrement jaune obtenue est placée sous agitation à température ambiante pendant 7h. La solution 
est concentrée puis le polymère est purifié par précipitation dans l’éther diéthylique. Après 
centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 min, le surnageant est éliminé et le précipité est séché sous 
la pompe à palette pendant 24h pour donner une poudre blanche (14,1 mg, 3,75 µmol). 
Rendement de récupération : 88 % 
RMN 1H (300.13 MHz, CDCl3) : 7.81 (d, 1H (aromatique)), 7.76 – 7 
(m, 7H (aromatiques)), 6.2 – 5.9 (m, NH), 4.6 - 4.44 (d, 1H (CH2 de 
l’hétérocycle à 8 atomes)), 4.1 – 2.95 (b,  8H (CH2 cycle 
morpholine), 2H (CH2 en α de la liaison amide), 1H (CH2 de 
l’hétérocycle à 8 atomes) et 14H (CH2 de l’oligoéthylène glycol)), 
2.95 - 2 (b, 1H (CH squelette polymère), 4H (CH2 en α et β du S), 
2H (CH2 en β de la liaison amide) et 2H (CH2 en α de l’amine 
primaire)), 2 - 1 (b, 2H (CH2 squelette polymère)), 0.85 and 0.77 
(b, 9H (CH3 tBu)). 
MALDI-ToF: 
[C4H9(C7H11NO2)22C29H37N6O5S + 
Na]+ 
m/z (mesuré): 3765.0 (M + Na)+ ; 
m/z (calculé): 3765.1 (M + Na)+. 
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PNAM-S-NAS-DBCO-ATONSE ou G3-ATONSE 
Le PNAM-S-NAS-DBCO (25 mg, 7,12 µmol, 1 éq., Mn = 3510 g.mol-1), le ATONSE (582 µL d’une 
solution de ATONSE à 25 mg.mL-1 dans CHCl3, 35,61 µmol, 5 éq.) sont dissous dans 1 mL de CHCl3. La 
solution légèrement jaune obtenue est placée sous agitation à température ambiante pendant la 
nuit. La solution est concentrée puis le polymère est purifié par précipitation dans l’éther diéthylique. 
Après centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 min, le surnageant est éliminé et le précipité est séché 
sous la pompe à palette pendant 24h pour donner une poudre blanche (27,6 mg, 7,01 µmol). 
Rendement de récupération : 98 % 
RMN 1H (300.13 MHz, CDCl3) : 7.93 (d, 1H (aromatique)), 7.76 – 7 
(m, 7H (aromatiques)), 6.23 – 5.92 (m, NH), 4.6 - 4.44 (d, 1H (CH2 
de l’hétérocycle à 8 atomes)), 4.1 – 3 (b,  8H (CH2 cycle 
morpholine), 2H (CH2 en α de la liaison amide), 1H (CH2 de 
l’hétérocycle à 8 atomes) et 18H (CH2 de l’oligoéthylène glycol)), 
3 - 2 (b, 1H (CH squelette polymère), 4H (CH2 en α et β du S), 2H 
(CH2 en β de la liaison amide) et 2H (CH2 en α de l’ester)), 2.81 (s, 
4H (CH2 cycle succinimide)),  2 - 1 (b, 2H (CH2 squelette 
polymère)), 1.64 (H2O), 0.85 and 0.77 (b, 9H (CH3 tBu)). 
MALDI-ToF: 
[C4H9(C7H11NO2)22C36H43N6O10S + 
Na]+ 
m/z (mesuré): 3935.5 (M + Na)+ ; 
m/z (calculé): 3935.1 (M + Na)+. 
 
 
 
P(NAM-stat-cAEM)-SH (DD60) 
Le P(NAM-stat-NAS) (50 mg, 9,43 µmol, 1éq., Đ = 1,02), 
l’AEM (83 µL, 630,19 µmol, 5 éq. par unité NAS du 
P(NAM-stat-NAS)), la DIPEA (110 µL, 630,19 µmol, 5 éq. 
par unité NAS du P(NAM-stat-NAS)) et la DMPP (3,6 µL, 
25,21 µmol, 0,2 éq. par unité NAS du P(NAM-stat-NAS)) 
sont dissous dans 5 mL de CHCl3 et placés sous 
atmosphère inerte. La solution rose est placée sous 
agitation à température ambiante pendant 6h. La 
solution devient très vite jaune claire. Le milieu 
réactionnel est précipité dans l’éther. Après filtration sur 
fritté de 4, le précipité est séché sous la pompe à palette 
pendant 24h pour donner une poudre blanche. Le 
précipité est repris dans l’eau et 4 cycles de 
dilution/centrifugation sont réalisés avec un centricon de 
4 mL (Amicon® Ultra 4 mL 10K, Centrigel Filters, Ultragel®  
MWCO = 3 000 g.mol-1) à 5 000 rpm pendant 12 min 
pour chaque cycle. Le rétentat obtenu est lyophilisé pour 
donner une poudre blanche (47,3 mg, 8,79 µmol). 
 
 
Rendement de récupération : 93% 
RMN 1H (300 MHz, D2O) : 5 – 4.6 (H2O), 
4.2 - 3 (b,  8H (NAM, CH2 cycle 
morpholine) et 6H (AEM, CH2 en α de la 
fonction amide et CH2 en α du O)), 3 - 
2.26 (b, 1H (CH squelette polymère) et 
6H (AEM, 3 CH2 en α du N)), 2.26 - 1 (b, 
2H (CH2 squelette polymère)), 0.84 (b, 
9H (CH3 tBu)). 
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P(NAM-stat-cAEM)-S-NAS (DD67) 
Le P(NAM-stat-cAEM)-SH (20 mg, 3,72 µmol, 1 éq.) et la DMPP (10 µL d’une solution de DMPP à 0,07 
mol.L-1 dans CHCl3, 0,74 µmol, 0,2 éq.) sont dissous dans 990 µL de CHCl3 et placés sous atmosphère 
inerte. Le NAS (3,1 mg, 18,59 µmol, 5 éq.) est dissous dans 1 mL de CHCl3 et placé sous atmosphère 
inerte. La solution de NAS est ajoutée sur le mélange P(NAM-stat-cAEM)-SH/DMPP à l’aide d’une 
canule et d’un courant d’azote. La solution est incolore. Le milieu réactionnel est placé sous agitation 
à température ambiante pendant la nuit. La solution incolore est concentrée puis le polymère est 
purifié par précipitation dans l’éther diéthylique. Après centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 min, 
le surnageant est éliminé et le précipité est séché sous la pompe à palette pendant 24h pour donner 
une poudre blanche (19,8 mg, 3,57 µmol). 
Rendement de récupération : 96 % 
 
 
RMN 1H (300.13 MHz, CDCl3) : 4.2 – 3.05 (b,  8H 
(NAM, CH2 cycle morpholine) et 6H (AEM, CH2 en 
α de la fonction amide et CH2 en α du O)), 3.05 - 
2 (b, 1H (CH squelette polymère), 6H (AEM, 3 CH2 
en α du N) et 4H (CH2 en α et β du S)), 2.83 (s, 4H 
(CH2 cycle succinimide)), 2 - 1 (b, 2H (CH2 
squelette polymère)), 0.86 (b, 9H (CH3 tBu)). 
 
Polymère/LY-SH (DD72) 
Le P(NAM-stat-NAS) (50 mg, 9,43 µmol, 1 éq., Đ = 1,02) est dissous dans 4,5 mL de DMF. Le Lucifer 
Yellow Cadaverine (LY) (20,1 mg, 37,74 µmol, 4 éq.) est dissous dans 500 µL d’eau mQ. Les deux 
solutions sont mélangées et introduites dans un ballon de 20 mL. La DIPEA (13,1 µL, 75,47 µmol, 8 
éq.) est ajoutée. La solution est jaune fluo et il y a un peu de LY insoluble. Le milieu réactionnel est 
ensuite placé sous agitation dans un bain d’huile thermostatée à 40°C pendant 6h. Après 2h, la 
solution devient limpide et homogène. Après 6h de réaction, l’AEM (82,8 µL, 631,13 µmol, 5 éq. par 
unité NAS du P(NAM-stat-NAS)) et la DIPEA (22 µL, 126,03 µmol, 1 éq. par unité NAS du P(NAM-stat-
NAS)) sont ajoutés au milieu réactionnel qui est placé sous agitation à 40°C pendant la nuit. La 
solution conserve le même aspect. Puis l’eau est évaporée sous vide et le polymère est précipité dans 
l’éther diéthylique. Après centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 min, le surnageant est éliminé et le 
précipité jaune fluo est séché sous la pompe à palette pendant 24h pour donner une poudre jaune 
fluo. Cette dernière est reprise dans 6 mL d’eau mQ et dialysée à l’aide d’une membrane de cellulose 
(Spectra/Por Dialysis Membrane, MWCO = 1 000 g.mol-1). Après 5 jours de dialyse, la solution 
contenue dans la membrane est lyophilisée. La poudre jaune fluo obtenue a une masse de 46,3 mg 
(7,08 µmol).  
Rendement de récupération : 75 % 
 
 
Rendement de couplage du LY : 72 % (déterminé 
par GPC/UV à 430 nm dans le DMF avec 0,05 
mol.L-1 de LiBr) 
RMN 1H (300,13 MHz, D2O) : 9.1 - 7.86 (b, 3H 
(aromatiques)), 4.2 - 3.1 (b,  8H (NAM, CH2 cycle 
morpholine), 4H (CH2 en α des N, bras cadavérine) 
et 6H (AEM, CH2 en α de la fonction amide et CH2 
en α du O)), 3.1 - 2 (b, 1H (CH squelette polymère) 
et 6H (AEM, 3 CH2 en α du N)), 2 - 1 (b, 2H (CH2 
squelette polymère) et 6H (3 CH2 bras 
cadavérine)), 0.74 (b, 9H (CH3 tBu)). 
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Polymère/LY-S-NAS (DD75) 
Le polymère/LY-SH (32 mg, 4,85 µmol, 1 éq.) et la DMPP (10 µL d’une solution de DMPP à 0,10 mol.L-
1 dans le DMF anhydre, 0,97 µmol, 0,2 éq.) sont dissous dans 750 µL de DMF anhydre et placés sous 
atmosphère inerte. Le NAS (4,1 mg, 24,27 µmol, 5 éq.) est dissous dans 500 µL de DMF anhydre et 
placé sous atmosphère inerte.  La solution de NAS est ajoutée sur le mélange polymère/LY-SH/DMPP 
à l’aide d’une canule et d’un courant 
d’azote. La solution jaune fluo est 
placée sous agitation à température 
ambiante pendant la nuit. Le 
polymère est ensuite purifié par 
précipitation dans l’éther 
diéthylique. Après centrifugation à 
10 000 rpm pendant 10 min, le 
surnageant est éliminé et le précipité 
est séché sous la pompe à palette 
pendant 24h pour donner une 
poudre jaune fluo (24,2 mg, 3,60 
µmol).  
Rendement de récupération : 74 % 
 
  
Polymère/Dansyl-SH (MC05) 
Le P(NAM-stat-NAS) (50 mg, 9,43 µmol, 1 éq., Đ = 1,02) et le Dansyl Cadavérine (7,9 mg, 23,55 µmol, 
2,5 éq.) sont dissous dans 2 mL de CHCl3. La DIPEA (8,2 µL, 47,1 µmol, 5 éq.) est ajoutée. La solution 
est jaune et trouble. Le milieu réactionnel est ensuite placé sous agitation à température ambiante 
pendant 2h. Après 2h, l’AEM (82,8 µL, 631,13 µmol, 5 éq. par unité NAS du P(NAM-stat-NAS)) est 
ajouté au milieu réactionnel qui est placé sous agitation à température ambiante pendant 2h. Le 
polymère est ensuite précipité dans l’éther diéthylique. Après centrifugation à 8 000 rpm pendant 10 
min, le surnageant est éliminé et le précipité jaune pâle est séché sous la pompe à palette pendant 
24h pour donner une poudre jaune pâle (45,4 mg, 7,73 µmol). 
Rendement de récupération : 82 % 
 
 
Rendement de couplage du Dansyl Cadavérine : 96 % 
(déterminé par GPC/UV à 350 nm dans le DMF avec 
0,05 mol.L-1 de LiBr) 
RMN 1H (300,13 MHz, CDCl3) : 8.5 (b, 1H (aromatique 
Dansyl)), 8.3 (b, 1H (aromatique Dansyl)), 8.15 (b, 1H 
(aromatique Dansyl)), 7.5 (b, 2H (aromatiques 
Dansyl)), 7.15 (b, 1H (aromatique Dansyl)), 4.2 - 3.1 
(b,  8H (NAM, CH2 cycle morpholine), 4H (CH2 en α des 
N, bras cadavérine) et 6H (AEM, CH2 en α de la 
fonction amide et CH2 en α du O)), 3.1 - 2 (b, 1H (CH 
squelette polymère) et 6H (AEM, 3 CH2 en α du N)), 
2.87 (s, 6H (CH3 Dansyl)), 2 - 1 (b, 2H (CH2 squelette 
polymère) et 6H (3 CH2 bras cadavérine)), 0.85 (b, 9H 
(CH3 tBu)). 
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Polymère/Dansyl-S-NAS (MC06) 
Le polymère/Dansyl-SH (40 mg, 6,78 µmol, 1 éq.) et la DMPP (5 µL d’une solution de DMPP à 0,07 
mol.L-1 dans CHCl3, 0,34 µmol, 0,05 éq.) sont dissous dans 1 mL de CHCl3 et placés sous atmosphère 
inerte. Le NAS (5,7 mg, 33,90 µmol, 5 éq.) est dissous dans 1 mL de CHCl3 et placé sous atmosphère 
inerte. La solution de NAS est ajoutée sur le mélange polymère/Dansyl-SH/DMPP à l’aide d’une 
canule et d’un courant d’azote. La solution jaune est placée sous agitation à température ambiante 
pendant la nuit. Le polymère est ensuite purifié par précipitation dans l’éther diéthylique. Après 
centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 min, le surnageant est éliminé et le précipité est séché sous 
la pompe à palette pendant 24h pour donner une poudre jaune pâle (37,6 mg, 6,22 µmol). 
Rendement de récupération : 92 % Rendement de couplage du Dansyl Cadavérine : 96 % 
(déterminé par GPC/UV à 350 nm dans le DMF avec 0,05 
mol.L-1 de LiBr) 
Rendement de couplage par thiol-
ène : 100 % (estimation RMN 1H) 
RMN 1H (300,13 MHz, CDCl3) : 8.5 (b, 
1H (aromatique Dansyl)), 8.3 (b, 1H 
(aromatique Dansyl)), 8.15 (b, 1H 
(aromatique Dansyl)), 7.5 (b, 2H 
(aromatiques Dansyl)), 7.15 (b, 1H 
(aromatique Dansyl)), 4.2 - 3.1 (b,  8H 
(NAM, CH2 cycle morpholine), 4H (CH2 
en α des N, bras cadavérine) et 6H 
(AEM, CH2 en α de la fonction amide 
et CH2 en α du O)), 3.1 - 2 (b, 1H (CH 
squelette polymère), 6H (AEM, 3 CH2 
en α du N) et 4H (CH2 en α et β du S)), 
2.87 (s, 4H (CH2 cycle succinimide) et 
6H (CH3 Dansyl)), 2 - 1 (b, 2H (CH2 
squelette polymère) et 6H (3 CH2 bras 
cadavérine)), 0.85 (b, 9H (CH3 tBu)). 
 
 
 
 
CAEDB puis SEDB 
La synthèse du CAEDB et du SEDB est 
réalisé suivant la procédure décrite 
par Adjili et al.5 
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ATC-NTA 
Le SEDB (32 mg, 92,03 µmol, 1,2 éq., pureté >93%) et la DIPEA (27 µL, 153,38 µmol, 2 éq.) sont 
dissous dans 750 µL de DMF anhydre. Le NTA (28,9 mg, 76,69 µmol, 1 éq.) est dissous dans 750 µL  
DMF anhydre et ajouté au mélange SEDB/DIPEA en 4 fois séparées de 2 min. 20 µL of DIPEA (114,83 
µmol, 1,5 éq.) sont ajoutés pour atteindre pH = 9. Le mélange est placé sous agitation dans un bain 
d’huile thermostatée à 40°C pendant 2h. Le milieu réactionnel est ensuite dilué dans 20 mL d’acétate 
d’éthyle et extrait avec 20 mL d’une solution aqueuse de NaCl à 10 %. La phase aqueuse est séparée 
et lavée avec 20 mL d’acétate d’éthyle. Puis la phase aqueuse est acidifiée avec 2 mL d’une solution 
aqueuse d’acide chloridrique à 1M et extraite avec 20 mL d’acétate d’éthyle. La phase organique est 
récupérée et lavée avec 4 × 20 mL d’une solution aqueuse acide (pH = 1) de NaCl à 10 %. La phase 
organique est délicatement séparée par pipetage et séchée sous la pompe à palette pendant 12h 
pour donner une poudre rouge/rose (83,1 mg, pureté > 87 % (RMN 1H)). 
RMN 1H (300.13 MHz, CD3CN): 7,97 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,61 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,45 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 
6,88 (t, NH), 4,59 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 3,54 (m, 2H), 3,52 (m, 2H), 3,36 (m, J = 6 Hz, 1H), 3,15 (m, J = 6 
Hz, 2H), 1,59 (d, J = 7,2 Hz, 3H), 1,25 – 1,85 (m, 6 H). 
Rendement molaire : 80 % 
 
 
ESI-ToF : 
m/z : (mesuré) 493,1 (M + Na)+, 
m/z : (calculé) 493,1 (M + Na)+. 
 
 
NTA-PNAM (DD77) 
Le NAM (800 mg, 5,67 mmol, 1 éq.), l’ATC-NTA (31,6 mg, pureté de 82 % (RMN 1H), 55,06 µmol, 
9,7.10-3 éq.), l’AIBN (90,5 µL de la solution d’AIBN à 10 mg.mL-1 dans le dioxanne, 5,51 µmol, 9,7.10-4 
éq.), le trioxanne (42,5 mg, 0,47 mmol, 0,083 éq.) (référence RMN 1H) et 2,030 mL de dioxanne sont 
introduits dans un tube de Schlenk de 20 mL. 5 cycles congélation/vide/décongélation sont réalisés 
puis le milieu est placé sous azote. La solution est rose. Le prélèvement T0 est effectué pour faire un 
spectre RMN 1H de référence : 20 µL de T0 + 550 µL de CDCl3 (la même concentration est utilisée pour 
toutes les autres analyses RMN 1H des prélèvements). Le milieu réactionnel est placé sous agitation 
(500 rpm) dans un bain d’huile thermostatée à 80°C. Le milieu est toujours rose et limpide. Des 
fractions de milieu de polymérisation sont recueillies périodiquement par canulation et refroidies 
dans l’azote liquide pour analyse (RMN 1H, CES/DDL). La polymérisation est interrompue après 381 
min en plaçant le milieu réactionnel dans l’azote liquide. L’ensemble des fractions sont précipitées 
dans l’éther diéthylique, filtrées sur fritté 
n°4 et séchées sous la pompe à palette 
pendant 24 h. Les précipités obtenus sont 
des poudres roses. La couleur rose est de 
moins en moins intense avec 
l’augmentation de la conversion des 
échantillons.  
RMN 1H (300.13 MHz, CDCl3) : 7.94 (t, 2H (aromatiques)), 7.56 (t, 1H (aromatique)), 7.39 (t, 2H 
(aromatiques)), 5.1 (b, 1H (CH en α du dithioester)), 4.2 – 2.95 (b,  8H (CH2 cycle morpholine), 2H (CH2 
en α de la liaison amide) et 5H (CH et CH2 en α du N terminal)), 2.95 – 2.1 (b, 1H (CH squelette 
polymère) et 1H (CH en α du CH3)), 2.1 – 1.15 (b, 2H (CH2 squelette polymère) et 6H (CH3 en β, γ et δ 
du N terminal)), 1.1 (b, 3H (CH3 en β de la liaison amide)). 
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NTA-P(NAM-stat-NAS) (DD61) 
Le NAM (330 mg, 2,34 mmol, 1,5 éq.), le NAS (264 mg, 1,56 mmol, 1 éq.), l’ATC-NTA (22 mg, pureté 
de 87 % (RMN 1H), 40,9 µmol, 2,6.10-2 éq.), l’AIBN (67,2 µL de la solution d’AIBN à 10 mg.mL-1 dans le 
dioxanne, 4,09 µmol, 2,6.10-3 éq.), le trioxanne (8,8 mg, 97,5 µmol, 0,063 éq.) (référence RMN 1H) et 
1,589 mL de dioxanne sont introduits dans un tube de Schlenk de 20 mL. 4 cycles 
congélation/vide/décongélation sont réalisés puis le milieu est placé sous azote. La solution est rose. 
Le prélèvement T0 est effectué pour faire un spectre RMN 1H de référence : 20 µL de T0 + 550 µL de 
CDCl3 (la même concentration est utilisée pour toutes les autres analyses RMN 1H des prélèvements). 
Le milieu réactionnel est placé sous agitation (500 rpm) dans un bain d’huile thermostatée à 80°C. Le 
milieu est toujours rose et limpide. Des fractions de milieu de polymérisation sont recueillies 
périodiquement par canulation et refroidies dans l’azote liquide pour analyse (RMN 1H, CES/DDL). La 
polymérisation est interrompue après 252 min en plaçant le milieu réactionnel dans l’azote liquide. 
L’ensemble des fractions sont précipitées dans l’éther diéthylique, filtrées sur fritté n°4 et séchées 
sous la pompe à palette pendant 24 h. Les précipités obtenus sont des poudres roses. La couleur rose 
est de moins en moins intense avec l’augmentation de la conversion des échantillons.  
 
 
 
RMN 1H (300.13 MHz, CDCl3) : 7.94 (t, 2H (aromatiques)), 7.54 (t, 1H (aromatique)), 7.38 (t, 2H 
(aromatiques)), 5.1 (b, 1H (CH en α du dithioester)), 4.2 – 3.18 (b,  8H (CH2 cycle morpholine) et 5H 
(CH et CH2 en α du N terminal)), 3,18 – 2.32 (b, 1H (CH squelette polymère), 4H (CH2 cycle 
succunimide), 1H (CH en α du CH3) et 2H (CH2 en α de la liaison amide)), 2.32 – 1.18 (b, 2H (CH2 
squelette polymère) et 6H (CH2 en β, γ et δ du N terminal)), 1.1 (b, 3H (CH3 en β de la liaison amide)). 
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NTA-polymère/Dansyl-SH (MC04) 
Le NTA-P(NAM-stat-NAS) (30 mg, 3,26 µmol, 1 éq., Đ = 1,06) et le Dansyl Cadavérine (2,7 mg, 8,15 
µmol, 2,5 éq.) sont dissous dans 1,5 mL de CHCl3. La DIPEA (2,8 µL, 16,30 µmol, 5 éq.) est ajoutée. La 
solution est jaune et trouble. Le milieu réactionnel est ensuite placé sous agitation à température 
ambiante pendant 2h. Après 2h, l’AEM (49 µL, 373,69 µmol, 5 éq. par unité NAS du P(NAM-stat-
NAS)) est ajouté au milieu réactionnel qui est placé sous agitation à température ambiante pendant 
2h. Le polymère est ensuite précipité dans l’éther diéthylique. Après centrifugation à 8 000 rpm 
pendant 10 min, le surnageant est éliminé et le précipité jaune pâle est séché sous la pompe à 
palette pendant 24h pour donner une poudre jaune pâle (27,2 mg, 2,84 µmol).  
RMN 1H (300,13 MHz, CDCl3) : 8.5 (b, 1H (aromatique Dansyl)), 8.3 (b, 1H (aromatique Dansyl)), 8.15 
(b, 1H (aromatique Dansyl)), 7.5 (b, 2H (aromatiques Dansyl)), 7.15 (b, 1H (aromatique Dansyl)), 4.2 - 
3.1 (b,  8H (NAM, CH2 cycle morpholine), 4H (CH2 en α des N, bras cadavérine), 6H (AEM, CH2 en α de 
la fonction amide et CH2 en α du O) et 5H (CH et CH2 en α du N terminal)), 3.1 - 2 (b, 1H (CH squelette 
polymère), 6H (AEM, 3 CH2 en α du N) et 1H (CH en α du CH3)), 3.02 (b, 2H (CH2 en α de la liaison 
amide)), 2.87 (s, 6H (CH3 Dansyl)), 2 – 1.13 (b, 2H (CH2 squelette polymère), 6H (3 CH2 bras 
cadavérine) et 6H (CH2 en β, γ et δ du N terminal)), 1.08 (b, 3H (CH3 en β de la liaison amide)). 
Rendement de récupération : 87 % 
 
 
Rendement de couplage du Dansyl 
Cadavérine :  
96 %  
(déterminé par GPC/UV à 350 nm 
dans le DMF avec 0,05 mol.L-1 de 
LiBr) 
 
ATC-Raft(cRGD)4 
Le SEDB (7,1 mg, 22,02 µmol, 2 éq.), le Raft(cRGD)4 (49 mg, 
11,01 µmol, 1 éq.) et la DIPEA (11,5 µL, 66,06 µmol, 6 éq.) 
sont dissous dans 2,4 mL de DMF anhydre. La solution est 
rouge avec un précipité blanc (qui apparaît après l’ajout de 
DIPEA). Le milieu réactionnel est placé sous agitation dans un 
bain d’huile thermostatée à 40°C pendant 1h. 11,5 µL de 
DIPEA supplémentaire sont ajoutés. La solution conserve le 
même aspect. La solution est laissée sous agitation à 40°C 
pendant 1h30 puis l’ATC est purifié par HPLC phase inverse et 
lyophilisé pour donner une poudre rose (17,4 mg, 4,26 µmol). 
 
 
Rendement massique : 39 % 
RP-UHPLC : RT = 1,20 min  
(C18, 214 nm, 5-100 % B sur 20 min) 
ESI+-MS : (C181H261N55O51S2) 
m/z (mesuré) : 4087,1, 
m/z (calculé) :  4087,5. 
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Raft(cRGD)4-PNAM (DD132) 
Le NAM (91,5 mg, 648,16 µmol, 1 éq.), l’ATC-
Raft(cRGD)4 (17,4 mg, 3,83 µmol, 5,9.10-3 éq.), 
l’ACPA (32,2 µL d’une solution aqueuse contenant 
0,024 mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de NaHCO3, 
0,77 µmol, 1,2.10-3 éq.), le trioxanne (62 µL d’une 
solution de trioxanne à 52,3 mg.mL-1 dans un 
mélange eau/acétonitrile distillé (50/50 : v/v), 54,01 
µmol, 0,083 éq.) (référence RMN 1H), 32 µL 
d’acétonitrile distillé et 440,5 µL d’un mélange 
eau/acétonitrile distillé/TFA (49,5/49,5/1 ; v/v/v) 
sont introduits dans un tube de Schlenk de 20 mL. 3 
cycles congélation/vide/décongélation sont réalisés 
puis le milieu est placé sous azote. La solution est 
rose claire. Le prélèvement T0 est effectué pour 
faire un spectre RMN 1H de référence : 20 µL de T0 + 
550 µL de CDCl3 ou d’un mélange eau 
deutérée/acétonitrile deutéré (50/50 : v/v) (la 
même concentration est utilisée pour toutes les 
autres analyses RMN 1H des prélèvements). Le 
milieu réactionnel est placé sous agitation (500 
rpm) dans un bain d’huile thermostatée à 80°C. Le 
milieu est toujours rose et limpide. Des fractions de 
milieu de polymérisation sont recueillies 
périodiquement et refroidies dans l’azote liquide pour analyse (RMN 1H). La polymérisation est 
interrompue après 358 min en plaçant le milieu réactionnel dans l’azote liquide. De l’ACPA (32,2 µL 
d’une solution aqueuse contenant 0,024 mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de NaHCO3, 0,77 µmol, 
1,2.10-3 éq.) est ajouté et 3 cycles congélation/vide/décongélation sont réalisés puis le milieu est 
placé sous azote. Le milieu réactionnel est placé sous agitation (650 rpm) dans un bain d’huile 
thermostatée à 80°C. La solution est orange/rose claire. Des fractions de milieu de polymérisation 
sont recueillies périodiquement et refroidies dans l’azote liquide pour analyse (RMN 1H). La 
polymérisation est interrompue après 410 min en plaçant le milieu réactionnel dans l’azote liquide. 
La solution est orange/jaune limpide et homogène. Le milieu réactionnel est séché sous la pompe à 
palette. Le résidu orange obtenu est repris avec un minimum d’un mélange CHCl3/DMF et précipité 
deux fois dans l’éther diéthylique. Après centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 min, le surnageant 
est éliminé et le précipité est séché sous la pompe à palette pendant 24h pour donner un résidu 
orange. Ce dernier est repris dans un mélange eau deutérée/acétonitrile deutéré (70/30 : v/v) pour 
analyse RMN 1H puis lyophilisé pour donner une poudre blanche, légèrement orange (33,6 mg).  
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Monomère CyAM 
La Cy5.5 (10 mg, 13,26 µmol, 1 éq.), le NAS (2,5 mg, 15,04 
µmol, 1,1 éq.) et la DIPEA (4,6 µL, 26,53 µmol, 2 éq.) sont 
dissous dans 750 µL de CDCl3. La solution bleue foncée est 
placée sous agitation à température ambiante pendant 3h. 
Après précipitation dans l’éther diéthylique et 
centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 min, le 
surnageant est éliminé et le précipité bleu foncé est séché 
sous la pompe à palette pendant 24h. La poudre bleue 
foncée obtenue est reprise dans 500 µL de CHCl3 et une 
purification sur colonne de silice est réalisée avec un 
mélange CHCl3/MeOH (80/20 ; v/v) comme éluant.  (5,7 
mg, 7,39 µmol). 
 
 
 
 
 
Rendement molaire : 56 % 
RMN 1H (300.13 MHz, CDCl3): 8.08 (m, 2H), 8 (m, 1H), 7.93 
(m, 4H), 7.76 (m, 1H), 7.60 (m, 2H), 7.46 (m, 2H), 7.35 (m, 
2H), 7.04 (t, 1H), 6.65 (d, 1H), 6.55 (dd, 1H), 6.27 (t, 1H), 
6.23 (d, 1H), 4.49 (dd, 1H), 4.21 (t, 2H), 3.70 (s, 3H), 3.34 
(q, 2H), 3.25 (q, 2H), 2.42 (t, 2H), 1.99 (d, 9H), 1.91 (m, 2H), 
1.81 (m, 2H), 1.6 (m, 10 H), 1.41 (s, 3H). 
 
 
PNAM (DD101T5) 
Le NAM (10 g, 70,84 mmol, 1 éq.), le tBDB (1784 µL d’une solution de tBDB à 100 mg.mL-1 dans le 
dioxanne, 848,20 µmol, 0,012 éq.), l’AIBN (1393 µL d’une solution d’AIBN à 10 mg.mL-1 dans le 
dioxanne, 84,82 µmol, 0,0012 éq.),  le trioxanne (531,7 mg, 5,90 mmol, 0,083 éq.) (référence RMN 
1H) et 23,329 mL de dioxanne sont introduits dans un tube de Schlenk de 150 mL. 5 cycles 
congélation/vide/décongélation sont réalisés puis le milieu est placé sous azote. La solution est 
violette. Le prélèvement T0 est effectué pour faire un spectre RMN 1H de référence : 20 µL de T0 + 
550 µL de CDCl3 (la même concentration est utilisée pour toutes les autres analyses RMN 1H des 
prélèvements). Le milieu réactionnel est placé sous agitation (500 rpm) dans un bain d’huile 
thermostatée à 80°C. Le milieu est toujours violet et limpide. Des fractions de milieu de 
polymérisation sont recueillies périodiquement par canulation et refroidies dans l’azote liquide pour 
analyse (1H RMN, CES/DDL). La polymérisation est interrompue 
après 160 min en plaçant le milieu réactionnel dans l’azote 
liquide. L’ensemble des fractions sont précipitées dans l’éther 
diéthylique, filtrées sur fritté n°4 et séchées sous la pompe à 
palette pendant 24 h. Les précipités obtenus sont des poudres 
roses. La couleur rose est de moins en moins intense avec 
l’augmentation de la conversion des échantillons. 
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Procédé PISA dans l’eau pour le système PNAM/PnBA :  
Protocole général de synthèse de nanoparticules (DD106) 
Le nBA distillé (403 µL, 2,809 mmol, 1 éq.) est introduit dans un tube de Schlenk de 20 mL. Le 
PNAM (202 mg, 17,88 µmol, 6,4.10-3 éq.), l’ACPA (301 µL d’une solution aqueuse contenant 0,024 
mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de NaHCO3, 7,15 µmol, 2,5.10-3 éq.) et le trioxanne (21,1 mg, 234,06 
µmol, 0,083 éq.) sont dissous dans 2,406 mL d’eau mQ et ajoutés au nBA. Le milieu réactionnel est 
biphasique : la phase aqueuse (la plus dense) est orange et la phase organique (la moins dense) est 
incolore. 4 cycles congélation/vide/décongélation sont réalisés puis le milieu est placé sous azote 
avant d’être placé sous agitation (875 rpm) dans un bain d’huile thermostatée à 80°C. Des fractions 
de milieu de polymérisation sont recueillies périodiquement par canulation et refroidies dans l’azote 
liquide pour analyse. La polymérisation est interrompue après 331 min en plaçant le milieu 
réactionnel dans l’azote liquide. La solution est blanche/rose laiteuse homogène. 
Nanoparticules fluorescentes marquées et réticulées par le réticulant RPDI 1 (DD107) 
Le nBA distillé (200 µL, 1,397 mmol, 1 éq.), le RPDI 1 (6 mg, 6,98 µmol, 0,005 éq.) et 120 µL 
de dioxanne distillé sont introduits dans un tube de Schlenk de 20 mL. Le PNAM (100 mg, 8,89 µmol, 
6,4.10-3 éq.), l’ACPA (150 µL d’une solution aqueuse contenant 0,024 mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 
de NaHCO3, 3,56 µmol, 2,5.10-3 éq.) et le trioxanne (10,5 mg, 116,38 µmol, 0,083 éq.) sont dissous 
dans 1,077 mL d’eau mQ et ajoutés au nBA. Le milieu réactionnel est biphasique : la phase aqueuse 
(la plus dense) est orange/verte et la phase organique (la moins dense) est verte foncée. 4 cycles 
congélation/vide/décongélation sont réalisés puis le milieu est placé sous azote avant d’être placé 
sous agitation (875 rpm) dans un bain d’huile thermostatée à 80°C. Des fractions de milieu de 
polymérisation sont recueillies périodiquement par canulation et refroidies dans l’azote liquide pour 
analyse. La polymérisation est interrompue après 1192 min en plaçant le milieu réactionnel dans 
l’azote liquide. En absence d’agitation, le milieu réactionnel est toujours biphasique : la phase 
aqueuse (la plus dense) est verte claire et la phase organique (la moins dense) est verte foncée. De 
l’ACPA (150 µL d’une solution aqueuse contenant 0,024 mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de NaHCO3, 
3,56 µmol, 2,5.10-3 éq.) est ajouté et 4 cycles congélation/vide/décongélation sont réalisés. Le milieu 
est ensuite placé sous azote avant d’être placé sous agitation (875 rpm) dans un bain d’huile 
thermostatée à 80°C. La polymérisation est interrompue après 1275 min en plaçant le milieu 
réactionnel dans l’azote liquide. La solution est verte claire, trouble et homogène. De l’ACPA (150 µL 
d’une solution aqueuse contenant 0,024 mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de NaHCO3, 3,56 µmol, 
2,5.10-3 éq.) est ajouté et 4 cycles congélation/vide/décongélation sont réalisés. Le milieu est ensuite 
placé sous azote avant d’être placé sous agitation (875 rpm) dans un bain d’huile thermostatée à 
80°C. La polymérisation est interrompue après 360 min en plaçant le milieu réactionnel dans l’azote 
liquide. La solution est verte trouble et homogène. 
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Procédé PISA dans le mélange eau/acétonitrile (50/50 : v/v) pour le système PNAM/PnBA : 
Protocole général de synthèse de nanoparticules (DD111) 
Le nBA distillé (403 µL, 2,809 mmol, 1 éq.) est introduit dans un tube de Schlenk de 20 mL. Le 
PNAM (202 mg, 17,88 µmol, 6,4.10-3 éq.) et l’ACPA (301 µL d’une solution aqueuse contenant 0,024 
mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de NaHCO3, 7,15 µmol, 2,5.10-3 éq.) sont dissous dans 902 µL d’eau 
mQ et ajoutés au nBA. Le trioxanne (21,1 mg, 234,06 µmol, 0,083 éq.) et 1203 µL d’acétonitrile 
distillé sont additionnés. Le milieu réactionnel est biphasique : la phase aqueuse (la plus dense) est 
orange et la phase organique (la moins dense) est incolore. 4 cycles congélation/vide/décongélation 
sont réalisés puis le milieu est placé sous azote avant d’être placé sous agitation (875 rpm) dans un 
bain d’huile thermostatée à 80°C. Des fractions de milieu de polymérisation sont recueillies 
périodiquement par canulation et refroidies dans l’azote liquide pour analyse. La polymérisation est 
interrompue après 1235 min en plaçant le milieu réactionnel dans l’azote liquide. La solution est rose 
homogène et trouble.  
Nanoparticules réticulées par BDDA (DD134) 
Le nBA distillé (403 µL, 2,809 mmol, 1 éq.) et le BDDA (15,9 µL, 84,26 µmol, 0,03 éq.) sont 
introduits dans un tube de Schlenk de 20 mL. Le PNAM (202 mg, 17,88 µmol, 6,4.10-3 éq.) et l’ACPA 
(301 µL d’une solution aqueuse contenant 0,024 mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de NaHCO3, 7,15 
µmol, 2,5.10-3 éq.) sont dissous dans 894 µL d’eau mQ et introduits dans un tube de Schlenk. Le 
trioxanne (21,1 mg, 234,06 µmol, 0,083 éq.) et 1195 µL d’acétonitrile distillé sont additionnés. Le 
milieu réactionnel est biphasique : la phase aqueuse (la plus dense) est orange et la phase organique 
(la moins dense) est incolore. 4 cycles congélation/vide/décongélation sont réalisés puis le milieu est 
placé sous azote avant d’être placé sous agitation (875 rpm) dans un bain d’huile thermostatée à 
80°C. Des fractions de milieu de polymérisation sont recueillies périodiquement par canulation et 
refroidies dans l’azote liquide pour analyse. La polymérisation est interrompue après 368 min en 
plaçant le milieu réactionnel dans l’azote liquide. La solution est orange/rose homogène et trouble.  
Nanoparticules marquées par le monomère CyAM et réticulées par BDDA (DD145) 
Le nBA distillé (201 µL, 1,404 mmol, 1 éq.) et le BDDA (7,9 µL, 42,13 µmol, 0,03 éq.) sont 
introduits dans un tube de Schlenk de 20 mL. Le PNAM (101 mg, 8,94 µmol, 6,4.10-3 éq.) et l’ACPA 
(150 µL d’une solution aqueuse contenant 0,024 mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de NaHCO3, 3,58 
µmol, 2,5.10-3 éq.) sont dissous dans 448 µL d’eau mQ et ajoutés au mélange nBA/BDDA. Le 
monomère CyAM (1,6 mg, 2,11 µmol, 1,5.10-3 éq.) est dissous dans 200 µL d’acétonitrile distillé et 
introduit dans le tube de Schlenk. Le trioxanne (10,5 mg, 117,03 µmol, 0,083 éq.) et 398 µL 
d’acétonitrile distillé sont additionnés. Le milieu réactionnel est biphasique : la phase aqueuse (la 
plus dense) est bleue claire et la phase organique (la moins dense) est bleue foncée. 4 cycles 
congélation/vide/décongélation sont réalisés puis le milieu est placé sous azote avant d’être placé 
sous agitation (875 rpm) dans un bain d’huile thermostatée à 80°C. Des fractions de milieu de 
polymérisation sont recueillies périodiquement par canulation et refroidies dans l’azote liquide pour 
analyse. La polymérisation est interrompue après 370 min en plaçant le milieu réactionnel dans 
l’azote liquide. La solution est bleue foncée homogène et trouble.  
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Nanoparticules marquées par RPDI 2 et réticulées par BDDA (DD144) 
Le RPDI 2 (1,7 mg, 2,11 µmol, 1,5.10-3 éq.) est dissous dans une solution composé du nBA 
distillé (201 µL, 1,404 mmol, 1 éq.), du BDDA (7,9 µL, 42,13 µmol, 0,03 éq.) et de 200 µL d’acétonitrile 
distillé et introduit dans un tube de Schlenk de 20 mL. Le PNAM (101 mg, 8,94 µmol, 6,4.10-3 éq.) et 
l’ACPA (150 µL d’une solution aqueuse contenant 0,024 mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de NaHCO3, 
3,58 µmol, 2,5.10-3 éq.) sont dissous dans 448 µL d’eau mQ et introduits dans le tube de Schlenk. Le 
trioxanne (10,5 mg, 117,03 µmol, 0,083 éq.) et 398 µL d’acétonitrile distillé sont additionnés. Le 
milieu réactionnel est biphasique : la phase aqueuse (la plus dense) est verte orangée et la phase 
organique (la moins dense) est verte foncée. 4 cycles congélation/vide/décongélation sont réalisés 
puis le milieu est placé sous azote avant d’être placé sous agitation (875 rpm) dans un bain d’huile 
thermostatée à 80°C. Des fractions de milieu de polymérisation sont recueillies périodiquement par 
canulation et refroidies dans l’azote liquide pour analyse. La polymérisation est interrompue après 
372 min en plaçant le milieu réactionnel dans l’azote liquide. La solution est verte foncée homogène 
et trouble.  
Nanoparticules avec un mélange de macroATC tBu-PNAM/Raft(cRGD)4-PNAM (rapport molaire 
97,5/2,5) et réticulées par BDDA (DD151) 
Le nBA distillé (403 µL, 2,809 mmol, 1 éq.) et le BDDA (15,9 µL, 84,26 µmol, 0,03 éq.) sont 
introduits dans un tube de Schlenk de 20 mL. Le Raft(cRGD)4-PNAM (4,5 mg, 0,45 µmol, 6,2.10-3 éq.) 
est dissous dans 450 µL d’un mélange eau mQ/acétonitrile distillé (50/50 : v/v) et introduit dans le 
tube de Schlenk. Le PNAM (197 mg, 17,43 µmol, 6,2.10-3 éq.) et l’ACPA (301 µL d’une solution 
aqueuse contenant 0,024 mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de NaHCO3, 7,15 µmol, 2,5.10-3 éq.) sont 
dissous dans 669 µL d’eau mQ et introduits dans un tube de Schlenk. Le trioxanne (21,1 mg, 234,06 
µmol, 0,083 éq.) et 970 µL d’acétonitrile distillé sont additionnés. Le milieu réactionnel est 
biphasique : la phase aqueuse (la plus dense) est orange et la phase organique (la moins dense) est 
incolore. 4 cycles congélation/vide/décongélation sont réalisés puis le milieu est placé sous azote 
avant d’être placé sous agitation (875 rpm) dans un bain d’huile thermostatée à 80°C. Des fractions 
de milieu de polymérisation sont recueillies périodiquement par canulation et refroidies dans l’azote 
liquide pour analyse. La polymérisation est interrompue après 372 min en plaçant le milieu 
réactionnel dans l’azote liquide. La solution est orange/rose homogène et trouble.  
Nanoparticules avec un mélange de macroATC tBu-PNAM/Raft(cRGD)4-PNAM (rapport molaire 
99,5/0,5), marquées par le monomère CyAM et réticulées par BDDA (DD150) 
Le nBA distillé (169 µL, 1,178 mmol, 1 éq.) et le BDDA (6,3 µL, 33,58 µmol, 28,5.10-3 éq.) sont 
introduits dans un tube de Schlenk de 20 mL. Le Raft(cRGD)4-PNAM (0,4 mg, 0,04 µmol, 31,8.10-6 éq.) 
est dissous dans 40 µL d’un mélange eau mQ/acétonitrile distillé (50/50 : v/v) et ajouté au mélange 
nBA/BDDA.  Le PNAM (84,3 mg, 7,46 µmol, 6,3.10-3 éq.) et l’ACPA (126 µL d’une solution aqueuse 
contenant 0,024 mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de NaHCO3, 3,0 µmol, 2,5.10-3 éq.) sont dissous dans 
355 µL d’eau mQ et introduits dans le tube de Schlenk. Le monomère CyAM (1,4 mg, 1,77 µmol, 
1,5.10-3 éq.) est dissous dans 170 µL d’acétonitrile distillé et introduit dans le tube de Schlenk. Le 
trioxanne (8,8 mg, 98,18 µmol, 0,083 éq.) et 311 µL d’acétonitrile distillé sont additionnés. Le milieu 
réactionnel est biphasique : la phase aqueuse (la plus dense) est bleue claire et la phase organique (la 
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moins dense) est bleue foncée. 4 cycles congélation/vide/décongélation sont réalisés puis le milieu 
est placé sous azote avant d’être placé sous agitation (875 rpm) dans un bain d’huile thermostatée à 
80°C. Des fractions de milieu de polymérisation sont recueillies périodiquement par canulation et 
refroidies dans l’azote liquide pour analyse. La polymérisation est interrompue après 372 min en 
plaçant le milieu réactionnel dans l’azote liquide. La solution est bleue foncée homogène et trouble. 
De l’ACPA (126 µL d’une solution aqueuse contenant 0,024 mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de 
NaHCO3, 3,0 µmol, 2,5.10-3 éq.) est ajouté. 4 cycles congélation/vide/décongélation sont réalisés puis 
le milieu est placé sous azote avant d’être placé sous agitation (875 rpm) dans un bain d’huile 
thermostatée à 80°C. La polymérisation est interrompue après 364 min en plaçant le milieu 
réactionnel dans l’azote liquide. La solution est bleue foncée homogène et trouble. 
Nanoparticules avec un mélange de macroATC tBu-PNAM/Raft(cRGD)4-PNAM (rapport molaire 
97,5/2,5), marquées par le monomère CyAM et réticulées par BDDA (DD149) 
Le nBA distillé (169 µL, 1,178 mmol, 1 éq.) et le BDDA (6,3 µL, 33,58 µmol, 28,5.10-3 éq.) sont 
introduits dans un tube de Schlenk de 20 mL. Le Raft(cRGD)4-PNAM (1,9 mg, 0,19 µmol, 159,1.10-6 
éq.) est dissous dans 190 µL d’un mélange eau mQ/acétonitrile distillé (50/50 : v/v) et ajouté au 
mélange nBA/BDDA.  Le PNAM (82,6 mg, 7,31 µmol, 6,2.10-3 éq.) et l’ACPA (126 µL d’une solution 
aqueuse contenant 0,024 mol.L-1 d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de NaHCO3, 3,0 µmol, 2,5.10-3 éq.) sont 
dissous dans 280 µL d’eau mQ et introduits dans le tube de Schlenk. Le monomère CyAM (1,4 mg, 
1,77 µmol, 1,5.10-3 éq.) est dissous dans 170 µL d’acétonitrile distillé et introduit dans le tube de 
Schlenk. Le trioxanne (8,8 mg, 98,18 µmol, 0,083 éq.) et 236 µL d’acétonitrile distillé sont 
additionnés. Le milieu réactionnel est biphasique : la phase aqueuse (la plus dense) est bleue claire et 
la phase organique (la moins dense) est bleue foncée. 4 cycles congélation/vide/décongélation sont 
réalisés puis le milieu est placé sous azote avant d’être placé sous agitation (875 rpm) dans un bain 
d’huile thermostatée à 80°C. Des fractions de milieu de polymérisation sont recueillies 
périodiquement par canulation et refroidies dans l’azote liquide pour analyse. La polymérisation est 
interrompue après 375 min en plaçant le milieu réactionnel dans l’azote liquide. La solution est bleue 
foncée homogène et trouble. De l’ACPA (126 µL d’une solution aqueuse contenant 0,024 mol.L-1 
d’ACPA et 0,083 mol.L-1 de NaHCO3, 3,0 µmol, 2,5.10-3 éq.) est ajouté. 4 cycles 
congélation/vide/décongélation sont réalisés puis le milieu est placé sous azote avant d’être placé 
sous agitation (875 rpm) dans un bain d’huile thermostatée à 80°C. La polymérisation est 
interrompue après 180 min en plaçant le milieu réactionnel dans l’azote liquide. La solution est bleue 
foncée homogène et trouble. 
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Annexe 1 : Techniques d’imagerie couramment utilisées en médecine. 
Techniques Principes Avantages Inconvénients 
Principale 
utilisation  
Tomographie 
assistée par 
ordinateur (CT) 
Un faisceau de rayons X est projeté à travers 
le corps. Pendant le passage dans le corps, 
les rayons X sont plus ou moins absorbés en 
fonction des tissus qu’ils traversent. De 
l’autre côté du corps, un détecteur capture 
les rayons atténués pour donner une image 
2D. 
Le tube qui émet les rayons X et le 
détecteur tournent simultanément autour 
du corps permettant la prise de plusieurs 
images ensuite converties en visualisation 
3D. L’utilisation d’agents de contraste 
permet d’améliorer la sensibilité de la 
technique. Cette imagerie apporte 
essentiellement des informations 
morphologiques. 
 Coût modéré  
 Rapide  
 Non-invasif  
 Sans douleur  
 Epaisseur de pénétration illimitée  
 Résolution spatiale élevée  
 Imagerie corps entier possible  
 Imagerie dynamique  
 Résultats quantitatifs 
 Apporte beaucoup plus de détails que la radiographie 
conventionnelle (spécialement pour les vaisseaux 
sanguins  et les tissus mous comme les organes internes 
et les muscles) donc plus efficace pour l’aide au 
diagnostique et au traitement 
 Peut servir à détecter la récidive d’anciennes pathologies 
 Faible sensibilité des agents de contraste  
 Faible contraste des tissus mous sans l’utilisation de 
sondes 
 Une exposition continue et prolongée aux rayons X 
peut causer des dommages corporels et augmente 
le risque de cancer 
 Ne peut pas être utilisée pour les fœtus et très 
jeunes enfants 
 Utilisation de doses de radiations plus importantes 
que la radiographie conventionnelle et induit donc 
des risques plus importants 
 Utilisation d’agents de contraste pouvant induire 
des problèmes rénaux ou des allergies 
 Une anesthésie peut être requise dans certaines 
conditions 
Imagerie des 
poumons et des 
os 
 
 
Tomographie par 
émission de 
positons (TEP) et 
Tomographie par 
émission 
monophotonique 
(TEMP) 
Une petite quantité de substance 
radioactive est administrée au patient. La 
nature de la substance radioactive dépend 
de l’organe ou de la zone du corps ciblée. 
Après accumulation dans la zone cible, la 
substance radioactive libère de l’énergie 
sous forme de rayons gamma ou bêta+. 
Cette énergie est détectée et un ordinateur 
calcule la quantité absorbée par le corps et 
produit des images apportant des 
informations sur la structure et le 
fonctionnement des organes ou tissus. Des 
images fonctionnelles et métaboliques 
peuvent être obtenues. 
Commun à TEP et TEMP : 
 Habituellement sans douleur  
 Sensibilité  très élevée  
 Résultats quantitatifs  
 Epaisseur de pénétration illimitée  
 imagerie corps entier possible  
 Aide au diagnostique et au traitement dans beaucoup de 
conditions  
 Permet de visualiser comment des parties du corps 
fonctionne et peut détecter des anomalies très 
précocement  
 Peut vérifier l’état de propagation d’un cancer et 
l’efficacité du traitement  
 
TEP : 
 Peut être combinée avec la CT ou l’IRM pour obtenir des 
informations anatomiques 
 
TEMP : 
 Long temps de vie des sondes  
 Peut être combinée avec la CT pour obtenir des 
informations anatomiques 
Commun à TEP et TEMP 
 Long temps d’acquisitions  
 Pas d’informations anatomiques  
 Les substances radioactives injectées peuvent 
induire des allergies  
 L’anesthésie est nécessaire dans certaines 
conditions (claustrophobie par exemple) 
 
TEP : 
 Très coûteux 
 Résolution spatiale limitée (1-2 mm ; 4-8 mm3)  
 Implique l’exposition à des rayons bêta+  
 Les substances radioactives sont radioactives 
relativement peu de temps et doivent donc être 
produites près du site d’utilisation  
 
TEMP : 
 Coûteux  
 Résolution spatiale limitée (0,3-1 mm ; 12-15 mm3) 
 Implique l’exposition à des rayons gamma  
 
TEP : Modalité 
d’imagerie 
versatile avec 
de nombreuses 
sondes 
 
TEMP : 
Imagerie 
d’anticorps, de 
protéines et de 
peptides 
marqués. 
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Techniques d’imagerie couramment utilisées en médecine (suite). 
Techniques 
Principes Avantages Inconvénients Principale 
utilisation 
Imagerie par 
ultrasons 
Cette technique d’imagerie non irradiante est 
basée sur la capacité des ultrasons à être 
réfléchis par les différents tissus. Des ondes 
sonores hautes fréquences sont émises par un 
générateur électrique et transmises dans la 
zone à étudier à l’aide d’une sonde. Les échos 
restitués sont détectés et analysés pour fournir 
une image dynamique en temps réel des 
organes, des tissus ou du flux sanguin à 
l’intérieur du corps. 
 Peu coûteuse  
 Habituellement non-invasive et sans douleur 
 Sensibilité élevée  
 Débit élevé  
 Haute résolution temporelle et spatiale  
 Imagerie dynamique   
 N’utilise pas de radiations ionisantes  
 Ne nécessite pas l’utilisation d’agents de 
contraste en général  
 Peut aider au diagnostique dans des 
conditions très variées et différentes parties 
du corps comme l’abdomen, le bassin, les 
vaisseaux sanguins, les seins, les reins, les os 
et les articulations  
 Permet de vérifier l’état de santé du bébé 
pendant la grossesse 
 Qualité et interprétation de l’image 
fortement dépendante de l’habileté du 
praticien  
 La présence d’air ou de zones calcifiées peut 
nuire à la qualité de l’image (os, plaques et 
artères endurcies)  
 L’utilisation de sondes spéciales peut être 
requise et inconfortable (œsophage, rectum 
ou vagin)  
 Sondes faiblement versatiles  
 Une préparation spéciale peut être requise 
(exemple : vessie pleine)  
 Epaisseur de pénétration limitée  
 Ne permet pas d’imagerie corps entier 
Imageries 
vasculaires et 
pour le 
guidage 
d’interventions 
telles que les 
biopsies et 
l’injection de 
cellules 
Imagerie à 
résonance 
magnétique 
(IRM) 
Il s’agit d’une technique non irradiante utilisant 
les propriétés magnétiques intrinsèques du 
corps. Les protons des tissus qui n’ont pas 
d’arrangement particulier habituellement, sont 
placés dans un champ magnétique 
extrêmement puissant avec lequel ils 
s’alignent. Une impulsion de radiofréquence va 
ensuite perturber l’alignement des protons. 
Puis les protons s’alignent de nouveau avec le 
champ magnétique. Le réalignement des spins 
des protons et ses caractéristiques de 
relaxation T1 et T2 sont détectés. Ils sont 
dépendants de l’environnement moléculaire 
des protons et varient donc en fonction des 
tissus. Un traitement par ordinateur convertit 
l’ensemble en images. L’IRM apporte une 
imagerie morphologique et fonctionnelle (avec 
agents de contrastes fonctionnalisés). 
 Habituellement non-invasive et sans douleur  
 N’utilise pas de radiations ionisantes  
 Epaisseur de pénétration illimitée  
 Imagerie corps entier possible  
 Image de haute qualité  
 Résolution spatiale élevée  
 Versatilité élevée  
 Excellent contraste et détails des tissus mous 
et des structures anatomiques comme la 
matière grise et blanche du cerveau 
 Peut aider au diagnostique et guider le 
traitement dans des conditions très variées  
 Peut fournir des informations similaires à la 
CT dans certaines conditions 
 Très coûteux  
 Faible débit  
 Peut être long et bruyant  
 Faible sensibilité de détection des agents de 
contraste  
 Quantification difficile  
 Nécessite une excellente immobilité  
 L’anesthésie est nécessaire dans certaines 
conditions (claustrophobie, jeunes 
enfants…)  
 Utilisation d’agents de contraste pouvant 
induire des problèmes rénaux ou des 
allergies 
 Le champ magnétique peut affecter les 
implants (pacemakers, broches 
métalliques…) 
Modalités 
d’imagerie 
versatiles avec 
contraste des 
tissus mous 
élevé 
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Annexe 2 : Caractéristiques des principaux supports multivalents utilisés pour 
le développement de vecteurs.  
Support multivalent Caractéristiques Toxicité Réf. 
Systèmes 
lipidiques 
Liposomes Plusieurs structures : vésicules multilamellaires 
MLV (> 500 nm), petites vésicules SUV 
unilamellaires (20 à 100 nm), et grand vésicules 
unilamellaires LUV (> 100 nm)1 
 
Vésicules sphériques composés de lipides 
naturels (phospholipides, 
phosphatidylethanolamine d'œuf, lécithine de 
soja) ou synthétique 
(dioleoylphophatidylethanolamine)2  
 
Rigidification de la membrane de phospholipides 
par l'ajout de cholesterol pour limiter le 
relargage du composé transporté3  
 
Interaction des liposomes avec les cellules 
suivant quatre mécanismes : endocytose par les 
cellules du RES, adsorption à la surface cellulaire 
par des interactions faibles ou spécifiques, fusion 
de la membrane avec la membrane de la cellule, 
transfert des lipides sans association ni relargage 
du contenant1 
 
Stabilité dépendante du ratio 
effecteur/lipide 
 
Toxicité à forte dose 
(réduite si liposomes de 
charge neutre)1, 2 
 
Instabilité clinique (hydrolyse 
des liaisons esters et/ou 
oxydation des chaînes acyles 
insaturées) 
Instabilité physique 
(agrégation ou fusion des 
vésicules) 
Sensible aux procédures de 
stérilisation (chauffage ou 
irradiation)4  
 
Liposomes simples : 
accumulation dans le foie et 
la rate sans rétention par les 
autres organes 
 
La PEGylation augmente le 
temps de circulation 
plasmatique (48 h contre 4 h) 
mais ne modifie pas la 
biodistribution5-8  
9-11 
Nanoémulsions 
lipidiques 
Taille de 25 à 250 nm 
 
Utilisation d'huile, de 
phospholipides et d'acide gras 
 
Encapsulation de molécules hydrophobes12, 13  
Potentiel zêta variable 
suivant le type de 
phospholipides utilisés (entre 
-20 mV et - 30 mV) 
 
Nanocapsules PEGylées : t1/2 
vie plasmatique de 45 min, 
accumulation cœur, foie et 
rate (24 h)14 
 
SLN : (85 nm, - 20 mV) 
peuvent franchir la barrière 
hémato encéphalique, 
accumulation foie, rate, 
poumons (48 h)15 
 
NLC : t1/2 vie plasmatique 
prolongé  (11 h), 
accumulation principale dans 
le foie, faible signal dans 
poumons, cœur, rate et 
reins6. 
16 
Les 
nanoparticules 
lipidiques 
solides 
(SLN) 
Cœur composé de lipides à l'état solide, cœur 
cristallin organisé. 
 
Meilleur contrôle du relargage du principe actif 
(baisse de la mobilité moléculaire)17. 
18, 19 
Les vecteurs 
lipidiques 
nanostructures 
(NLC) 
Cœur amorphe. 
 
Limite la fuite de composés encapsulés lors du 
stockage en milieu aqueux  
 
20 
Les 
nanocapsules 
lipidiques 
(LNC) 
Cœur huileux entouré d’une membrane semi-
rigide de tensioactifs 
 
Taille < 100 nm 
21-23 
 
 
  
 
 
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
284 
 
 
Caractéristiques des principaux supports multivalents utilisés pour le 
développement de vecteurs (suite). 
Support multivalent Caractéristiques Toxicité Réf. 
Virus 
Capables de libérer leur matériel 
génétique et de se répliquer en utilisant le 
système cellulaire de la cellule hôte. 
 
Nécessite un grand nombre de 
modifications : doit être non pathogène, 
doit garder son activité infectieuse, doit être 
spécifique à la cible (modification de sa 
surface en greffant divers ligands). 
 
Peut induire une apoptose ou activer les 
systèmes immunitaires via le système MHC. 
Production souvent difficile 
Problème d’immunogénicité 
Toxicité souvent élevée 
Risque de mutation 
insertionnelle24, 25 
 
26-28 
Systèmes à 
base de 
polymère 
 
 
Dendrimère 
Taille monodisperse de 2 à 10 nm 
 
Architecture bien définie 
Haut degré de « branchement » 
 
Facilement fonctionnalisable29, 30 
Biocompatible 
Non immunogène 
La toxicité dépend de la taille31 
et doit être déterminée pour 
chaque nouveau composés 
(imprévisible) 
32-35 
Chaine 
polymère 
simple 
Ex : Copolymère N-hydroxypropyl 
méthacrylamide (HPMA) 
Groupes OH latéraux fonctionnalisables 
Biocompatible 
Non immunogène 
Non toxique 
Distribution dans le corps bien 
caractérisée 
36-38 
Micelles de 
copolymères 
formée à partir de copolymères à blocs 
amphiphiles39-41 
 
Taille de 10 à 100 nm 
Temps de rétention dans la 
circulation sanguine 
relativement long 
Ajustement possible de leurs 
propriétés en fonction des 
monomères utilisés 
42, 43 
Nanoparticules 
polymères 
Taille de 10 nm à 1 μm 
 
Principaux avantages : contrôle du 
relargage, chimie de surface 
Biodistribution variable suivant 
le poids moleculaire (< 
12 kDa, accumulation dans le 
rein; > 50 kDa, accumulation 
dans le foie)44 
 
Adsorption de proteines 
plasmatiques à la surface après 
injection (IgG, albumine, 
apolipoproteines E, partie C3 
du complément)45, 46 
 
Ajustement possible de leurs 
propriétés en fonction des 
monomères utilisés 
47-52 
Polymersomes 
Vésicules formées par des copolymères à 
blocs amphiphiles 
Contiennent une solution aqueuse dans leur 
cœur 
Peuvent protéger des molécules 
hydrophiles sensibles ou des molécules 
hydrophobes à l’intérieur de leur bicouche 
Bonne stabilité 
Bonne perméabilité 
Ajustement possible de leurs 
propriétés en fonction des 
monomères utilisés 
53-56 
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Caractéristiques des principaux supports multivalents utilisés pour le 
développement de vecteurs (suite). 
Support multivalent Caractéristiques Toxicité Réf. 
 
Nanoparticules 
inorganiques 
Nanoparticules 
d’or 
Inoxydable et biocompatible 
Cœur d’or ou noyau de silice recouvert 
d'une fine pellicule d'or 
Taille facilement contrôlée dans une gamme 
de 0,8 à 200 nm 
Propriétés intrinsèques (biodistribution, 
internalisation, résonnance de plasmon de 
surface, absorbance…) dépendantes de la 
taille et de la forme 
Fonctionnalisation par des thiolates 
Signal dans le foie et la rate 
jusqu'à 2 mois. 
 
- 10 nm : répartition non 
spécifique : sang, foie, rate, 
cœur, rein, testicules, cerveau, 
poumon, excrétion urinaire57 
 
- 25 nm : augmentation du taux 
de globules blancs, 
accumulation dans le foie, la 
rate58 
59, 60 
Nanoparticules 
d’oxyde de fer 
 
Taille de 20 à 110 nm 
Encapsulé dans coquille de dextran pour 
augmenter la biocompatibilité61, 62. 
 
SPIO : diamètre de 50 nm, détection des 
lesions du foie et pathologie du tube digestif 
 
USPIO : diamètre < 50 nm, détection des 
cancers, des maladies dégénératives, 
inflammatoires et cardiovasculaires. 
Disparition rapide du système 
sanguin (t1/2 vie < 1h). Signal 
persistant dans le foie jusqu’à 
17 jours après injection63 
 
Si < 20 nm : distribution dans le 
foie, les reins, la rate63 
 
Si > 20 nm : accumulation 
majeur dans la rate puis le foie 
et les poumons 
64, 65 
Quantums dots 
Nanocristaux semi-conducteurs constitués 
des couples : cadmium/selenium, 
cadmium/tellure, indium/arsenic, 
indium/phosphore 
 
Tailles de 2 à 10 nm  
 
Spectre de l'UV au proche infrarouge 
modulé par la taille et la composition de 
l'objet 
 
Cœur recouvert d'une coque de sulfure de 
zinc afin de protéger la surface et de 
stabiliser les propriétés optiques, couche de 
polymère (ex : PEG) pour la 
biocompatibilité, ou de ligands de ciblage 
 
Possible encapsulation des QDs dans des 
émulsions, micelles de copolymères, 
micelles de phospholipides66 
Utilisation de métaux lourds ou 
d'élément toxique sont des 
freins pour le développement 
clinique 
 
Premiers organes 
d'accumulation: sang, 
poumons, foie67. Puis 
duodénum, signaux constants 
dans le foie, les reins et la 
rate66, 68  
 
Difficulté à être éliminé de 
l'organisme (signaux constants 
dans le foie de 1 h à 168 h 
après injection)69 
70 
Nanotubes de 
carbone 
Tubes creux composés de feuillets de 
graphène (diamètre de l’ordre du nm et 
longueur de quelques µm) 
Toxicité dépendante de : la 
concentration, la pureté 
(présence de fer), la longueur, 
le degré de fonctionnalisation, 
la voie d’administration (IV ou 
sous cutanée), la rigidité71-76 
77-81 
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Annexe 3 : Comparaison des analyses RMN 1H du cluster peptidique 
Raft(cRGD)4 et du conjugué 3 réalisées dans le DMF-d7 et dans D2O. 
 
 
Figure A3-1 : Spectres RMN 1H du cluster peptidique Raft(cRGD)4 dans le DMF-d7 (300 MHz) (A) et dans D2O (300 
MHz) (B). 
9 45 3678 012ppm
DMF
DMFA)
9 45 3678 012ppm
H2O
B)
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Figure A3-2 : Spectres RMN 1H conjugué 3 pendant la synthèse (300 MHz, DMF-d7) et après purification (500 
MHz, D2O, suppression du pic de solvant) (D). 
 Pour le cluster Raft(cRGD)4 comme pour les conjugués polymère-clusters peptidiques (le 
conjugué 3 est pris comme exemple), les spectres obtenus à partir d’analyses RMN 1H dans le DMF-d7 
(Figures A3-1, A et A3-2, C) comportent des signaux correspondant à des protons labiles qui 
n’apparaissent pas dans D2O (Figures A3-1, B et A3-2, D). Ceci concerne notamment des protons des 
liaisons amides avec la disparition de signaux entre 7 et 9 ppm sur les analyses réalisées dans D2O.  
 La comparaison des spectres A et C ou B et D, des figures A3-1 et A3-2 respectivement, met 
clairement en évidence que de nombreux pics du cluster peptidique se superposent aux pics larges 
du copolymère, principalement entre 1 et 5 ppm.  
 
9 45 3678 012ppm
DMF
DMF
C)
9 45 3678 012ppm
D)
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Annexe 4 : Détermination du nombre moyen de clusters peptidiques par 
chaîne np d’après l’analyse RMN 1H du conjugué linéaire. 
La méthode exposée pour le conjugué 1 dans cette annexe, est identique pour l’ensemble 
des conjugués polymère-clusters peptidiques.  
Figure A4-1 : Spectre RMN 1H (300 MHz) du conjugué 4 dans D2O après lyophilisation.
Figure A4-2 : Spectre RMN 1H (500MHz) du conjugué 1 dans D2O après la série de 8 cycles 
dilution/centrifugation réalisés avec le centricon (pic de solvant supprimé). 
9 45 3678 012ppm
3
2
4
4
4
4
3
2
1
1
1
3, 6 et 7
88
77
6
5
4, 5 et 8
2
2
1
H2O
9 45 3678 012ppm
A B C
ED
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Tableau A4-1 : Attribution du conjugué polymère-clusters Raft(cRGD)4 1 cappé et purifié : 
Zones 
Conjugué polymère-Raft(cRGD)4 cappé et purifié 
 
ppm 
 
Attributions 
Nombre de proton 
correspondant 
Présence d’un signal 
dans D2O 
 
 
A 
(6-9 ppm) 
>8 COOH (Asp) 4z Non 
>8 CO-NH lien amide 36z Non 
>8 NH (Lys après couplage) 1z Non 
7,5 NH (Arg) 16z Non 
7,5 CH lien oxime 4z Oui 
7,2-7,3 H-aromatique (Phe) 20z Oui 
7,2-8 
H-aromatique (extrémité ω 
dithioester) 
5 Non 
total 81z + 5 24z 
B 
(3-5,5 
ppm) 
 
 
 
 
D 
(2,3-
5,5 
ppm) 
5,2 CH en α du dithioester 1 Non 
4-5 
CO-CH-N (squelette 
peptidique) 
24z Oui 
4,9 CO-CH2-O (lien oxime) 8z Oui 
4,1 CO-CH2-N (Gly) 12z Oui 
3,76 
CH2 (cycle morpholine des 
NAM) 
8x Oui 
3,4 CH2-Phényl (Phe) 8z Oui 
3,4 CH2 en α du O (AEM) 4(y – z) Oui 
3,1 CH2 en α du lien amide (AEM) 2(y – z) Oui 
2,6-3,5 CH2-N (Arg, Lys, Pro) 28z Oui 
 
 
C 
(0-3 
ppm) 
2,7-2,9 CH2-COOH (Asp) 8z Oui 
2,7 CH (squelette polymère) x + y Oui 
2,7 CH2-NH2 (Lys) 2z Oui 
2,6 CH2 en α du N (AEM) 6(y – z) Oui 
total 9x + y + 90z + 12(y – z) + 1 9x + y + 90z + 12(y – z) 
E 
(0-2,3 
ppm) 
1,9-2,3 CH2 (Pro) 8z Oui 
1,9 CH2 (squelette polymère) 2(x + y) Oui 
1,6-1,8 CH2 (Arg) 16z Oui 
1,2-1,8 CH2 (Lys) 54z Oui 
1,5 CH3 (Ala) 3z Oui 
0,7-0,9 CH3 (extrémité α tBu) 9 Non 
total 2(x + y) + 81z + 9 2(x + y) + 81z 
Où x = nombre d’unités NAM du copolymère, y = nombre d’unités NAS du copolymère et z = nombre de 
Raft(cRGD)4 couplés sur le copolymère. 
L’attribution de chaque proton du conjugué 1 (Tableau A4-1 (et Figure A4-1)) et le découpage 
de son spectre RMN 1H en 5 zones (Figure A4-2) permet d’obtenir une équation reliant l’intégrale de 
chaque zone aux protons qu’elle contient (Tableau A4-2). Le nombre moyen de clusters peptidiques 
par chaîne np peut être calculé en utilisant des systèmes d’équations. 
Le système d’équations A et B donne 
IB / IA = [68np + 3219,8] / 24np  
 24np IB = 68np IA + 3219,8 IA 
 np (24 IB - 68 IA) = 3219,8 IA 
 np = 3219,8 IA /(24 IB - 68 IA)  
 soit np = 1,83 ± 0,07.  
Le système d’équations A et C donne np = 2415IA /(24IC – 91IA) soit np = 1,50 ± 0,06. 
Le système d’équations A et B + C donne np = 5634,8IA /[24(IB + IC) – 159IA] soit np = 1,67 ± 0,07. 
Le système d’équations A et D donne np = 4740,4IA /(24ID – 78IA) soit np = 1,74 ± 0,06. 
Le système d’équations A et E donne np = 894,4IA /(24IE – 81IA) soit np = 1,38 ± 0,08. 
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
290 
 
Tableau A4-2 : Equations associées à chaque zone du spectre RMN 1H du conjugué 1 permettant de déterminer 
np.   
Zone du 
spectre 
RMN 
Equation générale 
Equation pour le 
conjugué 1 
Protons appartenant à 
la zone 
Avantages et 
inconvénients de la 
zone 
A IA = 24np × K IA = 24np × K 
g, j sur la figure A4-2 et 
81 protons du 
Raft(cRDG)4 mais seuls 
24 protons du 
Raft(cRGD)4 sont 
détectés 
Bon retour à la ligne de 
base 
B 
IB = [68np + 8 × nNAM + 6 × 
nNAS] K 
IB = [68np + 3219,8] K 
c, d, k, n sur la 
figure A4-2 et 80 
protons du 
Raft(cRGD)4. 
 
L’élimination du pic du 
solvant (4,79 ppm). 
Ne revient pas tout à 
fait à la ligne de base à 
3 ppm 
C 
IC = [91np + 3 × nNAM + 9 × 
nNAS] K 
IC = [91np + 2415] K 
a, b, e, f, h, i, l, m sur la 
figure A4-2 et 91 
protons du 
Raft(cRGD)4. 
Ne revient pas tout à 
fait à la ligne de base à 
3 ppm 
D 
ID = [78np + 9 × nNAM + 13 × 
nNAS] K 
ID = [78np + 4740,4] K 
b, c, d, f, i, k, l, m, n sur 
la figure A4-2 et 90 
protons du 
Raft(cRGD)4. 
 
L’élimination du pic du 
solvant (4,79 ppm). 
Ne revient pas à la ligne 
de base à 2,3 ppm 
E 
IE = [81np + 2 × (nNAM + nNAS)] 
K 
IE = [81np + 894,4] K 
a, e, h sur la figure A4-2 
et 81 protons du 
Raft(cRGD)4. 
Ne revient pas à la ligne 
de base à 2,3 ppm 
Avec IA = l’intégrale de la zone A (7-8,5 ppm), IB = l’intégrale de la zone B (3-5 ppm), IC = l’intégrale de 
la zone C (0,8-3 ppm), ID = l’intégrale de la zone D (2 ,3-5 ppm), IE = l’intégrale de la zone E (0,8-2,3 
ppm), np = nombre de Raft(cRGD)4 par chaîne polymère,  nNAM = nombre moyen d’unités NAM par 
chaîne de copolymère, nNAS = nombre moyen d’unités NAS par chaîne de copolymère et K = 
coefficient reliant la valeur des intégrales au nombre réel de protons. 
 
Pour avoir une idée de l’incertitude impactant la valeur de np induite par le traitement du 
spectre RMN, le spectre a été intégré de trois manières différentes illustrées par la figure A4-3. 
Chaque système d’équations donne trois résultats qui correspondent aux trois manières différentes 
d’intégrer. La valeur retenue est la moyenne de ces trois résultats. L’écart type est obtenu en divisant 
par deux la différence entre la valeur la plus élevée et la valeur la plus faible. 
La fiabilité des résultats obtenus dépend non seulement d’une attribution correcte de 
chaque proton par zone, mais il est également important que le spectre revienne à la ligne de base 
au niveau des bornes de chaque zone. La zone A présente un bon retour à la ligne de base au niveau 
de ses bornes et on peut être confiant quant à l’attribution de ces pics. La zone A est donc considérée 
comme fiable pour la détermination de np.  
La zone B possède une borne à 5 ppm. Or le spectre a subi une suppression du pic du solvant 
(l’eau dans le cas présent), dont le pic apparaît à 4,79 ppm par conséquent sa suppression peut 
influer sur les pics environnants et ainsi intervenir sur l’intégrale de la zone B. De plus, la borne à 3 
ppm qui sépare les zones B et C ne revient pas tout à fait à la ligne de base mais en est très proche. 
Ainsi la zone B ne fait pas partie des zones les plus fiables pour la détermination de np. 
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Figure A4-3 : Représentation des trois différentes manières A, B et C d’intégrer le spectre RMN du conjugué 1. 
La zone C, comme on vient de le voir, possède une borne à 3 ppm qui ne revient pas tout à 
fait à la ligne de base et une borne à 0,6 ppm qui revient parfaitement à la ligne de base. La zone C 
semble donc relativement fiable. 
La borne à 5 ppm de la zone D est commune avec la zone B et implique donc le même type 
d’incertitude. De plus, la borne à 2,3 ppm qui sépare D et E ne revient pas à la ligne de base. Ainsi les 
zones D et E ne font pas partie des zones les plus fiables pour la détermination de np. 
La zone A étant la plus fiable et ne comportant que des protons du cluster Raft(cRGD)4, elle 
est utilisé comme référence pour la détermination de np.  
 Le système d’équations A et C semble être le plus adapté puisque les deux zones impliquées 
ont des bornes qui reviennent au niveau de la ligne de base (ou presque), l’attribution de leurs 
protons ne pose pas de problème particulier et elles ne subissent pas d’influence du solvant. Leurs 
intégrales sont par conséquent les plus justes et semblent induire les résultats les plus fiables pour la 
détermination de np. 
Le nombre moyen de clusters Raft(cRGD)4 par chaîne retenu est donc la valeur obtenue avec 
le système d’équations A et C, soit np = 1,50 ± 0,06. Il est important de noter que les valeurs de np 
trouvées sont très proches quel que soit le système d’équations, ce qui accroît la confiance que l’on 
peut accorder aux résultats.   
A)
B)
C)
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Annexe 5 : Caractérisation de l’ATC-Raft(cRGD)4 par HPLC et ESI-MS lors de 
l’essai avec 5 éq. de SEDB 
 
Figure A5-1 : Chromatogramme HPLC/UV du brut réactionnel en fin de synthèse de l’ATC-Raft(cRGD)4 lors de 
l’essai avec 5 éq. de SEDB (A) et spectres ESI-MS correspondant aux pics à 1,23 min (B), à 1,32 min (C), à 1,40 
min (D) et à 1,48 min (E). 
Tableau A5-1 : Attribution des pics des spectres ESI-MS de la figure A5-1.  
m/z M correspondante (g.mol-1) M calculée (g.mol-1) Attributions 
209,06 209,06 209,32 Fragmentation du SEDB ? 
818,46 (5+) 4087,3 4087,48 ATC-Raft(cRGD)4 
858,60 (5+) 3430,4 / Inconnu 4 
992,54 (4+) 3966,16 / Inconnu 3 
1018,67 (4+) 4070,68 / Inconnu 1 
1022,78 (4+) 4087,12 4087,48 ATC-Raft(cRGD)4 
1058,54 (4+) 4230,16 / Inconnu 2 
1074,91 (4+) 4295,64 4295,78 Raft(cRGD)4 avec 2 SEDB couplés 
1127,10 (4+) 4504,4 4504,08 Raft(cRGD)4 avec 3 SEDB couplés 
1144,61 (3+) 3430,83 / Inconnu 4 
1357,84 (3+) 4070,52 / Inconnu 1 
1363,17 (3+) 4086,51 4087,48 ATC-Raft(cRGD)4 
1411,05 (3+) 4230,16 / Inconnu 2 
1433,04 (3+) 4296,12 4295,78 Raft(cRGD)4 avec 2 SEDB couplés 
1983,83 (2+) 3965,66 / Inconnu 3 
2036,23 (2+) 4070,46 / Inconnu 1 
A)
B) C)
D) E)
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Annexe 6 : Détermination du nombre moyen d’unités NAM par chaîne 
polymère, nNAM, du conjugué Raft(cRGD)4-PNAM 
 
 
Figure A6-1 : Spectre RMN 1H (500 MHz, D2O/CD3CN (70/30 : v/v)) du Raft(cRGD)4-PNAM purifié. 
L’attribution de chaque proton du conjugué Raft(cRGD)4-PNAM (Tableau A6-1) et le 
découpage de son spectre RMN 1H en 5 zones (Figure A6-1) permet d’obtenir une équation reliant 
l’intégrale de chaque zone aux protons qu’elle contient (Tableau A6-2). Le nombre moyen d’unités 
NAM par chaîne polymère, nNAM, peut être calculé en utilisant des systèmes d’équations.   
 
Figure A6-2 : Structure du conjugué Raft(cRGD)4-PNAM. 
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Tableau A6-1 : Attribution du conjugué Raft(cRGD)4-PNAM. 
Zones 
Conjugué Raft(cRGD)4-PNAM purifié 
 
ppm 
Attributions 
Nombre de protons 
correspondants 
Présence d’un signal 
dans D2O 
 
 
A 
(6-9 ppm) 
>8 COOH (Asp) 4z Non ? 
>8 CO-NH lien amide 36z Non ? 
>8 NH (Lys après couplage) 1z Non ? 
7,5 NH (Arg) 16z Non ? 
7,5 CH lien oxime 4z Oui 
7,2-7,3 H-aromatique (Phe) 20z Oui 
7,2-8 
H-aromatique (extrémité ω 
dithioester) 
5z Oui 
total 86z 29z 
B 
(3-5,5 
ppm) 
 
 
 
 
D 
(2,3-
5,5 
ppm) 
5,2 CH en α du dithioester 1 Non 
4-5 
CO-CH-N (squelette 
peptidique) 
24z Oui 
4,9 CO-CH2-O (lien oxime) 8z Oui 
4,6 CH (squelette ATC) 1z Oui 
4,1 CO-CH2-N (Gly) 12z Oui 
3,76 
CH2 (cycle morpholine des 
NAM) 
8x Oui 
3,4 CH2-Phényl (Phe) 8z Oui 
2,6-3,5 CH2-N (Arg, Lys, Pro) 28z Oui 
 
 
C 
(0-3 
ppm) 
2,7-2,9 CH2-COOH (Asp) 8z Oui 
2,7 CH (squelette polymère) x Oui 
2,7 CH2-NH2 (Lys) 2z Oui 
total 9x + 91z + 1 9x + 91z 
E 
(0-2,3 
ppm) 
1,9-2,3 CH2 (Pro) 8z Oui 
1,9 CH2 (squelette polymère) 2x Oui 
1,6-1,8 CH2 (Arg) 16z Oui 
1,2-1,8 CH2 (Lys) 54z Oui 
1,6 CH3 (squelette ATC) 3z Oui 
1,5 CH3 (Ala) 3z Oui 
total 2x + 84z 2x + 84z 
Où x = nombre d’unités NAM de l’homopolymère et z = nombre d’ATC-Raft(cRGD)4 liés sur le polymère. 
 
Tableau A6-2 : Equations associées à chaque zone du spectre RMN 1H du conjugué Raft(cRGD)4-PNAM 
permettant de déterminer nNAM.   
Zone du 
spectre RMN 
Equation générale Protons appartenant à la zone 
Avantages et inconvénients de 
la zone 
A IA = 29np × K 
f sur la figure A6-2 et 81 protons du 
Raft(cRDG)4 mais seuls 24 protons 
du Raft(cRGD)4 sont détectés 
Bon retour à la ligne de base 
B IB = [81np + 8 × nNAM] K 
a, e sur la figure A6-2 et 80 protons 
du Raft(cRGD)4. 
 
Pic du solvant (4,7 ppm). 
Bon retour à la ligne de base 
C IC = [94np + 3 × nNAM] K 
b, c, d sur la figure A6-2 et 91 
protons du Raft(cRGD)4. 
Pic du solvant (2,2 ppm). 
Bon retour à la ligne de base 
D ID = [91np + 9 × nNAM] K 
a, d, e sur la figure A6-2 et 90 
protons du Raft(cRGD)4. 
Pic du solvant (4,7 ppm). 
Bon retour à la ligne de base 
E IE = [84np + 2 × nNAM] K 
b, c sur la figure A6-2 et 81 protons 
du Raft(cRGD)4. 
Pic du solvant (2,2 ppm). 
Bon retour à la ligne de base 
Avec IA = l’intégrale de la zone A (7-8,5 ppm), IB = l’intégrale de la zone B (3-5 ppm), IC = l’intégrale de la zone C 
(0,8-3 ppm), ID = l’intégrale de la zone D (2 ,3-5 ppm), IE = l’intégrale de la zone E (0,8-2,3 ppm), np = nombre 
d’ATC-Raft(cRGD)4 par chaîne polymère, nNAM = nombre d’unités NAM par chaîne polymère et K = coefficient 
reliant la valeur des intégrales au nombre réel de protons. 
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Le système d’équations A et B donne 
IB / IA = [81np + 8 nNAM] / 29np  
 29np IB = 81np IA + 8 nNAM IA 
 np (29 IB - 81 IA) = 8 nNAM IA 
 nNAM / np = 29 IB / 8 IA – 81/8  
Comme on fait l’hypothèse qu’il y a un ATC-Raft(cRGD)4 en extrémité de chaque chaîne polymère, on 
obtient directement nNAM = 46,5 soit une masse molaire moyenne en nombre de 10 650 g.mol-1. 
Le système d’équations A et C donne nNAM / np = 29 IC / 3 IA – 94/3  soit nNAM = 41,6 soit une 
masse molaire moyenne en nombre de 9 960 g.mol-1. 
Le système d’équations A et D donne nNAM / np = 29 ID / 9 IA – 91/9 soit nNAM = 46,0 soit une 
masse molaire moyenne en nombre de 10 590 g.mol-1. 
Le système d’équations A et E donne nNAM / np = 29 IE / 2 IA – 42 soit nNAM = 41,2 soit une 
masse molaire moyenne en nombre de 9 910 g.mol-1. 
La fiabilité des résultats obtenus dépend non seulement d’une attribution correcte de 
chaque proton par zone, mais il est également important que les bornes de chaque zone reviennent 
au niveau de la ligne de base sur le spectre RMN 1H. La zone A présente un bon retour à la ligne de 
base au niveau de ses bornes et on peut être confiant quant à l’attribution de ces pics. La zone A est 
donc considérée comme fiable pour la détermination de nNAM. Les autres zones présentent un bon 
retour à la ligne de base au niveau de leurs bornes mais elles comportent un pic de solvant. Ainsi 
pour limiter l’erreur sur nNAM, on n’utilise pas plus d’une zone comportant un pic de solvant par 
système d’équations, ce qui revient à toujours prendre la zone A comme référence.  
Annexe 7 : Analyse RMN DOSY du polymère PNAM obtenu lors de l’essai 
préliminaire de polymérisation en présence d’ATC-Raft(cRGD)4 
 
Figure A7-1 : Spectre RMN DOSY du polymère PNAM obtenu lors de l’essai préliminaire de polymérisation en 
présence d’un autre échantillon d’ATC-Raft(cRGD)4 (500 MHz, D2O/CD3CN (70/30 : v/v)). 
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Annexe 8 : Optimisation des conditions pour l’évaluation de l’efficacité de 
couplage de polymères ω-fonctionnels esters activés sur le lysozyme par 
migration sur gel d’électrophorèse SDS-PAGE. 
 
Figure A8-1 : Comparaison de l’efficacité de couplage de polymères PNAM-S-NAS sur le lysozyme à pH 7,4 (B, C 
et D) et pH 9 (E, F, G, H et I) par migration sur gel SDS-PAGE. Chaque puits contient 2 µg de lysozyme. Chaque 
couplage est réalisé sur 4h. P/L correspond au rapport molaire polymères/lysozyme. 
Marqueurs protéiques standards (M) ; lysozyme natif (A) ; lysozyme + polymère DD65 : P/L = 50/1 (B et F), P/L = 
30/1 (E) ; lysozyme + polymère DD57 : P/L = 50/1 (C et G) ; lysozyme + polymère DD58 : P/L = 50/1 (D et I), P/L = 
30/1 (H). 
Globalement aucun changement significatif n’est observé entre un couplage réalisé à pH 7,4 
ou à pH 9 (Figure A8-1). Nous avons donc choisi de réaliser les couplages de cette étude à pH 7,4 afin 
d’avoir les conditions les plus douces possibles pour limiter l’hydrolyse éventuelle d’une certaine 
proportion des esters activés. 
 
Figure A8-2 : Détermination de la quantité de protéine par puits à utiliser pour l’évaluation du couplage des 
polymères PNAM-S-NAS sur le lysozyme par migration sur gel SDS-PAGE de manière à obtenir le meilleur 
compromis sensibilité et résolution. 
Marqueurs protéiques standards (M) ; 1µg de lysozyme + polymère DD42 : P/L = 10/1 (A), P/L = 30/1 (B), P/L = 
50/1 (C) ; 2µg of lysozyme + polymère DD42 : P/L = 10/1 (D), P/L = 30/1 (E), P/L = 50/1 (F) ; 5µg of lysozyme + 
polymère DD42 : P/L = 10/1 (G), P/L = 30/1 (H), P/L = 50/1 (I).  
Avec une quantité de 1 µg de lysozyme par puits, on observe une très bonne résolution 
particulièrement bien représentée par le puits B où l’on distingue clairement trois populations de 
conjugués lysozyme-polymères au dessus du lysozyme natif résiduel (Figure A8-2). Par contre, les 
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populations en faible quantité comme le lysozyme natif résiduel du puits C sont à peine visible. 
L’utilisation de la quantité 1 µg de lysozyme par puits pourrait fausser l’interprétation de l’étude en 
ne laissant pas apparaître certaines populations.  
L’utilisation de 5 µg par puits induit l’effet inverse avec une très bonne sensibilité qui permet 
de mieux estimer les quantités relatives des différentes populations notamment en ce qui concerne 
le lysozyme natif résiduel pour les trois rapports molaires polymères/lysozyme étudiés (puits G, H et 
I). En revanche, les populations correspondant aux différents conjugués lysozyme-polymères d’un 
même puits sont très difficiles à distinguer.  
La quantité intermédiaire de 2 µg de lysozyme par puits semble par conséquent être un 
excellent compromis alliant une bonne sensibilité et une bonne résolution. 
Annexe 9 : Spectre RMN 1H (300 MHz) de P(NAM-stat-cAEM)-SH dans CDCl3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9 45 3678 012ppm
1
1
1
4
4
33
22
8
77
65
4
4
4, 5 et 8
8
3, 6 et 7
2 1
Protons des 
liens amides
CHCl3
Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2016LYSEI060/these.pdf 
© [D. Duret], [2016], INSA Lyon, tous droits réservés
298 
 
Annexe 10 : Analyse RMN 1H du polymère/LY-S-NAS 
Une analyse RMN 1H du conjugué polymère/LY-SH (insoluble dans CDCl3) est réalisée dans 
D2O. 
 
Figure A10-1 : Spectre RMN 1H (300 MHz) de polymère/LY-SH dans D2O après purification et lyophilisation. 
Le spectre RMN 1H de la figure A10-1 présente l’ensemble des pics caractéristiques du 
conjugué polymère/LY-SH attendu.  
L’analyse RMN 1H du polymère/LY fonctionnalisé en ω par un ester activé (polymère/LY-S-
NAS) ne peut pas être réalisée dans le chloroforme car le composé n’y est pas soluble. Le DMF-d7 
dont certains pics caractéristiques apparaissent à 2,746 ppm et 2,918 ppm, ne permet pas de statuer 
sur la présence du pic des protons du cycle succinimide vers 2,8 ppm (Figure A10-2), d’autant plus 
que ce dernier est superposé à l’un des pics du copolymère cappé par l’AEM.  
 
Figure A10-2 : Spectre RMN 1H (300 MHz) du polymère/LY-S-NAS dans le DMF-d7 après précipitation dans 
l’éther et séchage. 
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Dans D2O, l’hydrolyse potentielle de l’ester activé ω-terminal empêche de statuer sur la 
présence du pic des protons du cycle succinimide vers 2,8 ppm (Figure A10-3). Le spectre RMN du 
polymère/LY-S-NAS dans D20 est très proche de celui du polymère/LY-SH (Figure A10-1) et ne 
présente pas clairement de pic vers 2,8 ppm. Il est difficile de dire si le pic est très faible et confondu 
avec les signaux du polymère, s’il n’a jamais été présent ou si l’hydrolyse dans l’eau est suffisamment 
rapide pour qu’il disparaisse avant l’analyse RMN 1H.  
 
Figure A10-3 : Spectre RMN 1H (300 MHz) du polymère/LY-S-NAS dans D2O après précipitation dans l’éther et 
séchage. 
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Annexe 11 : Evaluation de l’efficacité de couplage des sondes fluorescentes 
polymère/Dansyl-S-NAS et polymère/LY-S-NAS sur la streptavidine 
Figure A11-1 : Evaluation de l’efficacité de couplage du polymère/Dansyl-S-NAS (MC06) sur la streptavidine à 
pH 7,4 par migration sur gel SDS-PAGE. Chaque puits contient 4 µg de streptavidine. 
Marqueurs protéiques standards (M) ; Streptavidine (SA) (A) ; SA + polymère MC06 : P/SA = 10/1 (B), P/SA = 
30/1 (C), P/SA = 50/1 (D); SA + polymère contrôle MC05 : P/SA = 10/1 (E), P/SA = 30/1 (F), P/SA = 50/1 (G); 
Polymère MC06 seul : quantité équivalente au rapport P/SA = 30/1 (H) ; Polymère contrôle MC05 seul : quantité 
équivalente au rapport P/SA = 30/1 (I).
Figure A11-2 : Evaluation de l’efficacité de couplage du polymère/LY-S-NAS (MC22) sur la streptavidine à pH 7,4 
par migration sur gel SDS-PAGE. Chaque puits contient 4 µg de streptavidine. Révélation au bleu de coomassie 
(gel de gauche) et par fluorescence après excitation à 365 nm (gel de droite). 
Marqueurs protéiques standards (M) ; Streptavidine (SA) (A) ; SA + polymère MC22 : P/SA = 10/1 (B), P/SA = 
30/1 (C), P/SA = 50/1 (D); SA + polymère contrôle MC21 : P/SA = 10/1 (E), P/SA = 30/1 (F), P/SA = 50/1 (G); 
Polymère MC22 seul : quantité équivalente au rapport P/SA = 30/1 (H) ; Polymère contrôle MC21 seul : quantité 
équivalente au rapport P/SA = 30/1 (I).
Les polymère/Dansyl et les polymère/LY porteurs d’une extrémité ω terminale thiol ne 
donnent pas de produits de couplage avec la streptavidine (puits E, F et G, Figure A11-1 et A11-2 
respectivement). Ceci confirme que seules les chaînes polymères possédant un ester activé ω-
terminal peuvent se coupler de manière stable à la protéine. De plus, le comportement des 
polymère/Dansyl et des polymère/LY porteurs d’une fonction terminale ester activé présente une 
excellente reproductibilité des résultats (puits B, C et D, Figure A11-1 et A11-2 respectivement et cf. 
Chapitre III, II.6.2, Figure III-20). 
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Annexe 12 : Analyses CES/DDL des composés G2-cystéamine et G2-
homocystéine dans le chloroforme 
 
Figure A12 : Chromatographes obtenus par CES/DDL dans le chloroforme pour le composé G2-cystéamine juste 
après (A) ou 3h après solubilisation (C) et en présence de DMPP (réducteur) (E) ainsi que pour le composé G2-
homocystéine juste après (B) ou 1,5h après solubilisation (D). 
L’analyse CES/DDL du composé G2-cystéamine donne 2 pics qui n’évoluent pas avec le temps 
(Figure A12, A et C). Le pic 1 (Mn = 4 600 g.mol-1, Figure A12, A) correspond aux chaînes simples et le 
pic 2 (Mn = 7 400 g.mol-1, Figure A12, A) est attribué aux chaînes doubles résultant de la formation de 
ponts disulfures. En effet, l’ajout du réducteur DMPP (Figure A12, E) entraine la disparition du pic 2 
suite à la réduction des ponts disulfures. L’analyse CES/DDL du composé G2-homocystéine donne 
toujours un seul pic (Mn = 3 000 g.mol-1, Figure A12, B) correspondant à des chaînes simples même 
1,5h après solubilisation (Figure A12, D). L’ensemble des analyses DDL indique un pic à 5,7 mL 
correspondant à des agrégats communément observés avec ce type de polymère. 
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